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‘He grew low palms, for their spreading leaves shaded his plants from the sun which otherwise might 
in that stark valley wither them.’ 
T. E. Lawrence 
 
 
 
« En comprenant mieux le sol, nous trouvons qu’il est non seulement plus complexe que l’on imagine, 
mais aussi qu’il est plus complexe et merveilleux que l’on peut imaginer » 
 
Prof. W.R Gardner, 1991 
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Résumé 
Acacia spirorbis est une espèce endémique de la Nouvelle-Calédonie, capable de former des symbioses 
avec des microorganismes du sol, notamment des ectomycorhizes et de se développer sur une très large 
variété de sols. Afin de tester les capacités de cette espèce à permettre d’initier un processus de 
restauration écologique des écosystèmes dégradés par l’exploitation minière, un essai en pépinière et 
trois essais sur le terrain ont été mis en place. Ces essais ont permis de mettre en évidence la capacité 
d’A. spirorbis à jouer, grâce à la facilitation, un rôle de plante nurse pour des espèces cibles de la 
restauration écologique comme des espèces du genre Tristaniopsis. Ainsi, nous avons tout d’abord décrit 
la diversité des champignons ectomycorhiziens associés avec A. spirorbis puis, nous avons constatés 
leur capacité à s’associer sur le terrain aux Tristaniopsis grâce à la présence initiale d’A. spirorbis. Les 
capacités d’A. spirorbis à faciliter l’implantation d’autres espèces en améliorant leur survie, leur 
croissance et en leur permettant de disposer de partenaires fongiques ectomycorhiziens diversifiés sont 
décrites. Ces résultats on conduit à proposer un itinéraire technique de restauration écologique des 
maquis miniers dégradés, itinéraire fondés sur la facilitation entre espèce utilisant A. spirorbis comme 
plante nurse. 
Mots clefs: Maquis minier, Restauration écologique, Acacia spirorbis, Plante nurse,  Nouvelle-
Calédonie, ectomycorrhize 
 
Abstract 
Acacia spirorbis is an endemic species of New Caledonia, capable of forming symbiosis with soil micro-
organisms, including ectomycorrhizae and developing on a very wide variety of soils. In order to test 
the capacities of this species to initiate a process of ecological restoration of ecosystems degraded by 
mining activities, a nursery trial and three field trials were setted up. These trials highlight the ability of 
A. spirorbis to play, through facilitation, a nurse plant role for target species of the genus Tristaniopsis 
in the frame of ecological restoration processes. Thus, we first described the diversity of the 
ectomycorrhizal fungi associated with A. spirorbis and then we described their ability to associate in the 
field with Tristaniopsis thanks to the initial presence of A. spirorbis. The capacities of A. spirorbis to 
facilitate the implantation of other target species by improving their survival, growth and allowing them 
to access to a diversified range of ectomycorrhizal fungal partners are described. These results led to 
propose a technical itinerary for ecological restoration of degraded mining maquis, an itinerary based 
on facilitation between species using A. spirorbis as a nurse plant. 
Keywords: Maquis minier, Ecological Restoration, Acacia spirorbis, Nurse plant, New Caledonia 
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La Nouvelle-Calédonie est un archipel situé dans le sud-ouest de l’océan pacifique à environ 1.200 km 
à l’Est des côtes australiennes (Figure 1) et 1.500 km au Nord de la Nouvelle-Zélande. Il est constitué 
d’un ensemble d’îles dont les principales sont La Grande Terre  longue de 450 km pour 40 à 70 km de 
large, les îles Loyauté : Lifou, Tiga, Maré et Ouvéa, l’ile des Pins au Sud et Bélep au Nord. La présence 
d’un lagon inscrit depuis 2008 au patrimoine mondiale de l’humanité par l’UNESCO, sur une grande 
partie des côtes, est également à noter (UNESCO, 2008).  
 
 
Figure 1 : Situation de la Nouvelle-Calédonie à l’est de l’Australie et au nord de la Nouvelle-Zélande ; répartition 
des trois principaux type de sols présent sur l’archipel. 
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1-1. Diversité des sols de la Nouvelle-Calédonie 
La Nouvelle-Calédonie, suite à une histoire géologique complexe, présente une très grande variété de 
sols En effet, 20 types de sols sont référencés en Nouvelle-Calédonie, réunis en 8 grands groupes ou 
Reference Soil Groups (RSG) définis en fonction de l’épaisseur, de la nature de l’altération, de 
l’exportation de matières et du substrat rocheux de ces sols. Ces 8 RSG sont : les Régosols et Leptosols 
(sols peu évolués), les Vertisols (sols argileux gonflants), les Cambisols (sols bruns tropicaux) 
magnésiques, calcaires ou désaturés, les Acrisols (sols appauvris) développés sur les formations 
sédimentaires siliceuses, les Ferralsols et Plinthosols (latérites) fortement composés d’oxydes de fer et 
les Fluvisols, relativement riches en matières organiques (Fritsch, 2012 ; Latham et al., 1978). 
La diversité de ces substrats est la conséquence d’un enchaînement de phénomènes géologiques dans 
cette région du monde. Les périodes successives de convergence et de relaxation des plaques 
Australienne et Pacifique depuis 65 millions d’années, ont conduit à un phénomène d’obduction au 
cours duquel le manteau océanique a chevauché une lanière de croûte continentale issue de l’Est-
Gondwana, la ride de Norfolk, entrainant la remontée de celle-ci à travers le manteau océanique, à 
l’origine de l’actuelle la Grande Terre (Maurizot and Vendé-Leclerc, 2012). La partie émergée de la 
Grande Terre, comprend de ce fait des résidus altérés et érodés de la nappe obductée de roches 
océaniques, les ophiolites, qui alternent avec les roches du bâti volcano-sédimentaire de la ride de 
Norfolk. Les sols y sont fortement altérés et épais à l’aplomb des anciennes surfaces cuirassées et à 
l’inverse rajeunis et peu évolués sur les surfaces d’érosion des rebords des massifs ophiolitiques (Fritsch, 
2012). Les sols formés sur ces roches sont qualifiés d’ultrabasiques, et  recouvrent 1/3 de la Grande 
Terre (Figure 1). Ils sont composés de péridotites et de serpentines. L’altération de ces roches a conduit 
à d’importantes exportations de Na, K et Ca, et aussi de Mg et de Si. Ce qui a de ce fait entrainé une 
accumulation résiduelle de métaux dans les sols (Fe, Al, Ni, Mn, Co, Cr…). D’un point de vue 
phytologique, ces sols sont extrêmement difficile de par leur potentielle phytotoxicité liée à la présence 
de métaux lourds (Ni, Cr, Co et Mn), leur pauvreté en éléments nutritifs (N, P, K), le déséquilibre 
important du rapport Ca/Mg, cela ajouté aux faibles concentrations en matières organiques mais encore 
par la faible disponibilité en eau et la faible capacité d’échange cationique (Fritsch, 2012; Kazakou et 
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al., 2008; Latham et al., 1978). Ces altérations ont notamment été conditionnées par la pluviométrie et 
la capacité à exporter les éléments par drainage des différents sites, et sont fortement impliqués dans la 
diversité des sols de la Nouvelle-Calédonie, qui est étroitement lié aux substrats rocheux sur lesquels ils 
se sont formés : sols argileux sur basaltes, siliceux sur cherts, métalifères sur péridotites, alumineux et 
calcaires sur formations volcaniques et récifales des îles Loyautés (Fritsch, 2012). 
 
1-2. La biodiversité terrestre de la Nouvelle-Calédonie 
La diversité des sols néo-calédoniens, additionnés aux conditions climatiques tropicales (forte 
hygrométrie et ensoleillement) et l’isolement géographique sont en grande partie à l’origine de 
l’importante biodiversité de l’île qui totalise 3.371 espèces de plantes vasculaires, endémiques pour 74,4 
% d’entre-elles. Cet endémisme a été estimé à 85 % sur les substrats ultramafiques tels que ceux du 
massif du Koniambo (Isnard et al., 2016; Morat et al., 2012). La flore de ces substrats représente 35 % 
de la flore autochtone  et  45,5 % de la flore endémique néo-calédonienne (Jaffré and L’huillier, 2010). 
C’est aussi l’une des plus grandes réserve en flore métallophyte du monde avec plus de 1.130 espèces 
métallophytes sur le territoire (Whiting et al., 2004). 
Cette richesse de diversité ainsi que les menaces anthropiques telles que l’élevage extensif, 
l’urbanisation et l’exploitation minière du nickel font de la Nouvelle-Calédonie l’un des « hotspot » 
majeurs de la biodiversité terrestre, ces derniers regroupant les zones où il existe une grande diversité et 
un fort endémisme d’espèces subissant une destruction importante de leur habitat (Myers et al., 2000). 
 
1-3. L’exploitation minière du nickel 
En plus d’être source de biodiversité, les sols ultrabasiques recèlent également la principale source 
économique de l’île, le nickel.  
Produit sous forme de ferronickel (Figure 2), il est inscrit dans le patrimoine de la Nouvelle-Calédonie 
et représente environ 95 % des exportations du pays. En 2008, le secteur de l’industrie minière employait 
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6 % de la population active (Jaffré and L’huillier, 2010). Ce matériau est utilisé dans la fabrication de 
nombreux éléments, entre les aciers inoxydables.  
 
Figure 2 : Pépites de ferronickel (www.sln.nc) obtenues par traitement pyrométallurgique du minerai de nickel. 
 
L’altération des péridotites (Figure 3) qui a entrainé la redistribution et la concentration de certains 
éléments chimiques, dont le fer et le nickel au sein de roches nouvelles est à l’origine de la formation 
du minerai de nickel. Les minerais sont classés selon leur niveau d’altération et leur taux de nickel : la 
garniérite (< 35 %), la saprolite (< 2,5 %) et à un niveau d’altération plus avancé la latérite (0,5 à 2 %) 
qui a également des teneurs en hydroxydes d’oxydes de fer proche de 95 %.  
 
Figure 3 : Représentation schématique d’une coupe d’un substrat ultrabasique suite à l'altération des péridotites 
(Jaffré and L’huillier, 2010). 
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Il existe deux principaux types de minerais de nickel :  
- Les minerais sulfurés (associés à des roches éruptives), que l’on exploite au sein de mines souterraines 
et qui représentent 20 % des réserves mondiales de nickel. 
- Les minerais oxydés (associés en climat tropical, à des roches ultramafiques), que l’on exploite au sein 
de mines à ciel ouvert comme en Nouvelle-Calédonie qui constituent à elle seule 25 % des réserves 
mondiales.  
Aujourd’hui, il existe en Nouvelle-Calédonie 17 centres miniers et métallurgiques, dont 3 usines de 
transformation parmi lesquels l’usine pyrométallurgique Koniambo Nickel SAS (Figure 4) qui exploite 
le massif du Koniambo situé sur la côte ouest de la Province Nord (Figure 5 ) et qui a commencé sa 
production en 2014.   
 
 
Figure 4 : Vue partielle du complexe minier Koniambo Nickel SAS sur le site de Vavouto (Engineering and Mining 
Journal, décembre 2014). 
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Figure 5 : Localisation du massif du Koniambo parmi les principaux massifs de roches ultrabasiques de Nouvelle-
Calédonie (Jaffré, 1974). 
 
Historiquement, l’exploitation du nickel a d’abord été focalisée sur la garniérite découverte en 1864 par 
Jules Garnier. Les mines ont été progressivement mécanisées et les techniques d’extraction améliorées. 
Les mineurs se sont ensuite intéressés à des roches aux teneurs plus faibles en nickel comme les 
saprolites et plus récemment les latérites. Ces dernières sont les roches les moins riches en nickel mais 
ce sont aussi les plus abondantes, leur exploitation a débuté à la fin des années 80. Ce minerai nécessite 
des techniques d’extraction particulière qui permettent d’envisager un développement de son 
exploitation dans les années à venir (Figure 6).  
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Figure 6 : Évolution de la production de minerais de nickel en Nouvelle-Calédonie en millier de tonnes humides 
(Isee). 
 
Plus d’un siècle d’exploitation des mines à ciel ouvert en Nouvelle-Calédonie a grandement contribuées 
à la modification des paysages (Figure 7a), s’exprimant par des zones décapées mettant à nu les roches 
et des amoncèlements de déblais dits « stériles miniers », stockés sous forme de verses. Ces zones sont 
plus ou moins bien délimitées selon la période d’exploitation, les anciennes verses apparaissent mal 
délimitées tandis que les plus récentes sont mieux circonscrites, avec des structures en escalier pour 
mieux contrôler l’érosion. En 2007, la Direction de l’Industrie des Mines et de l’Energie de la Nouvelle-
Calédonie (DIMENC) a recensé l’impact de l’activité minière à près de 20.000 ha de surface décapée, 
soit 1,2 % du territoire (Jaffré and L’huillier, 2010). 
Les conséquences de ces zones décapées, sont l’accroissement des phénomènes d’érosion et 
d’engravement des cours d’eau qui génèrent une pollution des cours d’eaux et des rivages du lagon 
calédonien (Figure 7b). 
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a     b  
Figure 7 : a. Pistes de prospection dans un maquis minier d’altitude du massif du Koniambo dans la zone 
d'exploitation de Trazy ; b. Hypersédimentation d’éléments fins issus des zones Péréae et Voyageurs du massif de 
Canala après ruissellement dans la baie de Ouango sur la côte est de la grande terre. 
 
Ces altérations  entrainent la perturbation des écosystèmes et la réduction des effectifs des espèces 
animales et végétales présents sur ces zones, qui sont déjà impactés directement par l’activité minière. 
Ces phénomènes de réductions peuvent être la cause d’une perte de biodiversité globale et entrainer le 
dépérissement de certaines espèces dont les effectifs deviennent insuffisants pour assurer le maintien de 
la diversité génétique (Honnay and Jacquemyn, 2007; Oostermeijer et al., 2003). Les écosystèmes 
touchés par l’activité minière étant déjà dans une situation critique par leur faible étendue naturelle, les 
risques de pertes en biodiversité n’en sont que plus augmentés. C’est le cas de certains biotopes qui ne 
comportent que des espèces à faible répartition comme par exemple Araucaria nemorosa de Laub. à 
Port Boisé ou Boronella koniambiensis (Däniker) T.G.Hartley sur le massif du Koniambo (Kettle et al., 
2007). 
Aujourd’hui, l’exploitation du nickel est règlementée et exige de prendre en compte l’impact sur 
l’environnement. Ainsi, depuis le 1ier mai 2008, le Code Minier est applicable en Nouvelle-Calédonie. 
Il a pour objectif la clarification de la réglementation minière concernant le nickel, le chrome et le cobalt. 
Il prévoit, entre autre, une étude d’impact de la zone avant exploitation, la constitution par l’exploitant 
d’un schéma de réhabilitation ainsi que son engagement à réparer les dégâts occasionnés par son activité 
(L’Huillier et al., 2010). 
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1-4. La revégétalisation des sites miniers de Nouvelle-Calédonie. 
En Nouvelle-Calédonie, la prise de conscience de la nécessité de revégétaliser les sites miniers après 
exploitation a débutée dans les années 1970, pendant la période dite du « boom du nickel » où l’impact 
visuel de l’activité minière commença à atteindre un stade alarmant (L’Huillier et al., 2010). 
Les premiers essais de revégétalisation de sites miniers furent engagés en 1971 par le Centre Technique 
Forestier Tropical (CTFT) devenu par la suite en 1984 le département forestier du Centre de coopération 
Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD) avec la collaboration de 
l’Office de la Recherche Scientifique et Technique Outre-Mer (ORSTOM) devenu aujourd’hui l’Institut 
de Recherche pour le Développement (IRD). Ces essais ont d’abord consisté à tester une diversité 
d’espèce exotiques et locales (Poaceae diverses, Pin des Caraïbes, Acacias australiens, etc.) afin de 
déterminer celles capables de se développer dans ces environnements dégradés et sous très fortes 
contraintes édaphiques (Jaffré Tanguy, 1976). Deux espèces natives de la Nouvelle-Calédonie se sont 
révélées particulièrement performantes en termes de survie et de croissance : Acacia spirorbis Labill. et 
Casuarina collina J.Poiss. ex Pancher & Sebert (Cherrier, 1990). Ces deux espèces ont par la suite été 
utilisées à outrance pour les programmes de revégétalisation et se sont révélées dans de nombreux cas, 
être des espèces bloquant l’évolution de l’écosystème. En fait, les peuplements vieillissants de ces 
espèces laissant très peu de place à l’implantation spontanée de nouvelles espèces, la mort ou les chablis 
des individus âgés engendraient une reprise importante de l’érosion. Ainsi, ces plantations ne 
remplissaient plus leur rôle principal de protection des sols contre l’érosion ; au contraire, elles avaient 
tendance à l’aggraver. Ce constat a conduit entre 1988 et 1991 l’ORSTOM en partenariat avec la Société 
Le Nickel (SLN) à réaliser un inventaire de la flore des maquis miniers pour trouver, dans cette flore 
locale, des espèces endémiques capables de se développer par semis ou par plantation, dans le cadre de 
la revégétalisation des zones impactées par l’activité minière (Jaffré and Rigault, 1991; Jaffré et al., 
1994; Pelletier and Esterle, 1995). Les résultats ont fait l’objet d’un manuel publié par la SLN (Jaffré 
and Pelletier, 1992). 
Aujourd’hui, la revégétalisation privilégie l’utilisation des espèces natives et endémiques de la zone 
impactée (Jaffré and Pelletier, 1992). L’utilisation d’A. spirorbis et de C. collina a été réduite à cause 
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de leurs effets à longs termes sur la très faible diversification spontanée de la plantation, les reprises 
aggravées de l’érosion et également car ces espèces sont natives des maquis de basses altitudes et des 
plaines et non des maquis minier d’altitude principalement impactés par les activités minières.  
A ce jour, beaucoup d’espèces végétales restent très difficiles à produire en pépinière et une grande 
partie des espèces s’implantent très difficilement sur les zones à réhabiliter (L’Huillier et al., 2010) et 
génèrent des frais très élevés. L’efficacité du travail de revégétalisation reste très modeste malgré des 
efforts importants depuis les années 1970. Pour remédier cette situation, le développement et 
l’amélioration des techniques actuelles de revégétalisation apparaissent plus que jamais indispensables. 
En fonction de l’objectif à atteindre, les techniques de revégétalisation ont été divisées en trois 
catégories : la réaffectation, la réhabilitation et la restauration écologique (Encadré 1 : Les différentes 
approches pour la revégétalisation des milieux dégradés). En Nouvelle-Calédonie, ces trois catégories 
de techniques cohabitent dans le quotidien de la gestion d’un massif minier en exploitation. Ainsi, les 
talus créés à l’ouverture des pistes sont revégétalisées avec des mélanges de graminées à croissance 
rapide qui sont fertilisés afin de contenir le plus rapidement possible l’érosion. Cette réaffectation sera 
maintenu jusqu’à la fermeture de la piste. Les pistes abandonnées temporairement sont réhabilitées avec 
différentes espèces en fonction de l’altitude. Les pistes définitivement fermées, les surfaces décapées 
pour l’extraction du minerai et les verses de stérile minier sont soit réhabilitées sur le modèle des pistes 
temporairement abandonnées soit font l’objet d’essais de restauration écologique. 
Dans les massifs miniers de la Nouvelle-Calédonie, les itinéraires techniques de réaffectation sont 
réalisés avec des mélanges de graines, principalement des graminées exotiques projetées sous pression 
dans un mulch aqueux collant, teint en vert et contenant une fertilisation NPK de base (Figure 8a). Ce 
procédé appelé « hydroseeding » apporte une solution rapide et efficace pour contenir l’érosion des talus 
(L’Huillier et al., 2010). Par contre, l’usage de graminées exotiques est controversé. Pour palier ce 
problème, des travaux ont été menés (Lagrange, 2010) afin de remplacer ces graminées par des 
cypéracées endémiques comme Costularia comosa (C.B.Clarke) Kük, Schoenus neocaledonicus C.B. 
Clarke, Baumea deplanchei Boeck. Dans ce cadre, des champs semenciers ont été installés pour fournir 
des graines de qualité. A ce jour, le développement de l’hydroseeding avec des graines de cypéracée se 
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heurte toujours à une production insuffisante de graines de qualité pour fournir les besoins de la 
revégétalisation. Les itinéraires techniques de réhabilitation sont réalisés essentiellement par plantation 
et pour partie par semis (L’Huillier et al., 2010) (Figure 8b). Une des principales contraintes est la 
fourniture de graines de qualité et ensuite la maitrise de la production des plants en pépinière ; 
l’utilisation de bouture restreint à quelques espèces reste marginal et la division de touffe ne concerne 
que les cypéracées. Ainsi sur l’ensemble des 3.371 espèces de plantes vasculaires, seul une centaine est 
produite régulièrement en pépinière pour la revégétalisation des sites miniers. Afin d’accroitre la 
diversité des plantes utilisées, le recours à la transplantation, consistant à prélever des plantes dans un 
écosystème qui va être détruit afin de les replanter dans les terrains à réhabiliter est également utilisée. 
Cette méthode est souvent combinée, depuis les années 2000, avec l’apport de terre végétale ou « topsoil 
», par référence à la couche de sol superficielle en interaction avec les racines des plantes, issue des 
écosystèmes détruits (L’Huillier et al., 2010). Le topsoil est en général utilisé après une période de 
stockage qui altère ses capacités d’apport en semences viables et de fertilisation des plantations (Bordez, 
2015). Afin d’optimiser l’usage des topsoils sur le massif du Koniambo, leur caractérisation a été 
réalisée et leurs conditions de stockage étudiées entre 2011 et 2015. Il en ressort quelques 
préconisations : une limitation de la durée de stockage à 6 mois dans des verses d’au maximum 10 m de 
hauteur ; la durée de stockage peut être légèrement augmentée sans altérer les qualités du topsoil si 
l’épaisseur de la verse est réduite (Bordez, 2015). Dans ces travaux sur les topsoils (Bordez, 2015), une 
attention particulière a été portée sur leurs composantes microbiennes, bactéries et champignons qui 
semblent peu affectées par le stockage. Au final, les techniques de réhabilitation utilisées depuis les 
années 1990, fondées essentiellement sur des plantations, restent couteuses à mettre en œuvre et 
concernent les zones les plus faciles d’accès. La restauration écologique reste à l’état expérimental et 
nécessite d’avoir un recul plus important sur l’évolution du fonctionnement des plantations. Dans ce 
cadre les travaux les plus récents visent à utiliser la facilitation (Badano et al., 2011; Duponnois et al., 
2013; Henry, 2015; Yang et al., 2009) entre plantes de différentes espèces dans le cadre d’une stratégie 
plantes nurses/plantes cibles. Il est à noter que sensu stricto, la restauration écologique n’est pas possible 
sur la plupart des zones d’exploitation du nickel en Nouvelle-Calédonie. En effet, dans les zones 
impactées, la roche mère est souvent à l’affleurement et le sol d’origine est totalement disparu. Dans ces 
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conditions nous n’avons aucune information sur l’écosystème d’origine par absence de référentiel, ni 
aucune information sur ce qu’il pourrait être. L’objectif est alors plus de réimplanter un écosystème qui 
apporte des services écosystémiques équivalent aux écosystèmes d’origine. 
a          b  
Figure 8 : a. Talus de piste traité par hydroseeding avec un mélange de graminées ; massif du Koniambo ; b : 
plantation réalisée dans le cadre de la réhabilitation d’une ancienne piste. 
 
1-5. La stratégie plantes nurses/plantes cibles 
Au sein d’un écosystème, les plantes interagissent qu’elles soient de la même espèce ou non. Les 
sommes de ces interactions aboutissent à la formation d’écosystèmes complexes en équilibre 
dynamique. Ainsi, suivant la situation d’une espèce dans un écosystème, des traits de caractères peuvent 
être définis, comme les plantes héliophiles et les plantes sciaphiles. Ces deux traits permettent d’illustrer 
la compétition que pourront se faire deux plantes héliophiles pour atteindre la canopée et ainsi bénéficier 
de la lumière dont elles ont besoin et la facilitation dont bénéficient les plantes sciaphiles qui 
s’épanouissent à l’ombre des plantes héliophiles. Ces deux mécanismes, la compétition qui peut être 
définie comme la « rivalité » entre espèces vivantes pour l'accès aux ressources du milieu et la 
facilitation qui peut être définie comme une relation entre deux espèces vivantes, relation qui profite à 
au moins un des participants sans causer aucun dommage à l’autre ; la relation peut même, dans certains 
cas, être profitable aux deux participants. Ces relations de compétition et de facilitation cohabitent au 
sein des écosystèmes ; leurs importances relatives étant variables en fonction des contraintes du milieu. 
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Les interactions de compétition entre les plantes seront dominantes dans des conditions peu stressantes 
tandis que les interactions de facilitation seront dominantes en cas de stress abiotique élevé, c’est le 
phénomène de Stress gradient hypothesis illustré Figure 9 (Bertness and Callaway, 1994; Brooker et al., 
2008; Callaway et al., 1997; Choler et al., 2001; Holmgren and Scheffer, 2010; Kawai and Tokeshi, 
2007; Maestre et al., 2009). 
 
 
Figure 9: Stress Gradient Hypothesis : Modification des interactions positives et négatives entre plantes en fonction 
du niveau de contrainte de l’environnement. Les flèches rouges représentent les interactions négatives comme la 
compétition, et les flèches vertes représentent les interactions positives comme la facilitation. L’épaisseur des 
flèches représente l’intensité de ces interactions 
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Les sols ferralitiques développés sur les ophiolites dans les massifs miniers de la Nouvelle-Calédonie 
présentent des contraintes extrêmes, notamment en termes de capacité d’échanges cationiques limitées 
entre autres par des teneurs en hydroxydes d’oxydes de fer souvent supérieures à 90 %, une toxicité 
polymétallique avec des teneurs importantes en Ni, Cr, Co et Mn, de très faible teneurs en N, P et K 
(avec des concentrations très inférieures à celles des métaux lourds) et un déséquilibre important du 
rapport Ca/Mg par un excès de Mg. Dans ces conditions extrêmes, la facilitation est exacerbée et la 
compétition est réduite. Ces conditions sont donc favorables à la mise en place d’une stratégie plantes 
nurses / plantes cibles pour développer des itinéraires techniques de restauration écologique des maquis 
miniers après exploitation (Cf Encadré 2 : Le sytème plantes nurses / plantes cibles ;  (Henry et al., 2016; 
Herrera et al., 2007; Héry et al., 2005)). 
Pour mettre en place une telle stratégie, nous savons également que les compositions phylogénétiques 
des communautés microbiennes des sols varient en fonction du couvert végétal et de son niveau de 
dégradation (Bordez et al., 2016; Herrera et al., 2007; Héry et al., 2005)). Dans le cas des exploitations 
minières à ciel ouvert de la Nouvelle-Calédonie, la dégradation des écosystèmes est extrême avec une 
élimination systématique de la végétation et du top soil. Les terrains ainsi décapés, souvent jusqu’à la 
roche mère sont maintenus dans cet état parfois pendant plusieurs décennies avant que leur 
revégétalisation ne soit envisagée. Dans ces conditions, les capacités d’autorégénération de 
l’écosystème ne peuvent plus fonctionner (Figure 1 de l’Encadré 1) et il est nécessaire de conduire des 
travaux qui permettront le rétablissement simultané d’un couvert végétal associé à une communauté 
microbienne compatible avec ce couvert végétal. 
Parmi les microorganismes qui composent ces communautés, certains ont un rôle bénéfique sur la 
croissance des plantes, notamment les microorganismes symbiotiques. Les symbioses mycorhiziennes 
qui accompagnent les plantes vasculaires depuis leur émergence il y a 460 MA et les symbioses fixatrice 
d’azote sont très largement documentés pour leurs effets sur les plantes (Chaintreuil et al., 2007; Héry 
et al., 2005; Jourand et al., 2014; Smith et al., 2007; Tedersoo et al., 2014; Wang and Qiu, 2006), mais 
également pour leurs implications potentielles ou avérées dans la facilitation entre plantes (Henry et al., 
2016; Hortal et al., 2013; Ortega-Larrocea et al., 2010; Padilla and Pugnaire, 2006), (Cf Encadré 3 : Les 
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symbioses mycorhiziennes arbusculaire et ectomycorhizienne). Le principal intérêt des symbioses 
fixatrices d’azote est de réduire l’azote de l’air pour le rendre assimilable par les plantes. Cette capacité 
est limitée à un très faible nombre de taxons, les légumineuses et les plantes actinorhiziennes (Doyle 
and Luckow, 2003; Franche et al., 2009) et confère à ces plantes une relative indépendance vis-à-vis de 
l’azote du sol (Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006). Ainsi, les plantes fixatrices d’azote sont 
souvent évoquées pour leur capacité, dans les écosystèmes jeunes, à augmenter le pool d’azote 
disponible pour les plantes (Galiana et al., 2004). Les symbioses mycorhiziennes concernent 92% des 
familles de plantes terrestres et 80% des espèces répertoriées (Bonfante and Genre, 2010; Wang and 
Qiu, 2006) et permettent d’assurer de meilleurs échanges de l’eau et des nutriments, notamment des 
minéraux du sol et des sucres issus de la photosynthèse, entre les partenaires plantes et champignons de 
cette symbiose (Bonfante and Genre, 2010; Garbaye, 2013; Padilla and Pugnaire, 2006).Différentes 
méthodes ont été appliquées pour classer les mycorhizes en différents types. Essentiellement sur la base 
de caractères anatomiques, morphologiques et indirectement taxonomiques on distingue notamment les 
mycorhizes arbusculaires qui représentent le type mycorhizien ancestral et qui sont les plus largement 
représentées chez les plantes terrestres (Wang and Qiu, 2006), ainsi que les ectomycorhizes qui, même 
si elles ne concernent qu’un nombre limité de taxon (3 %) (Ducousso and Hamir, 2010), concernent 
pour la plupart des espèces forestières dominantes des forêts boréales, tempérées, méditerranéennes et 
de certaines forêts tropicales notamment le miombo et les forêts soudaniennes africains, les forêts 
malgaches, les forêts à Diptérocarpacées du sud-est asiatique et la plupart des forêts australiennes 
(Tedersoo et al., 2014; Wardle and Lindahl, 2014). 
Dans le contexte post minier, lors de la réhabilitation d’un site, les communautés microbiennes est 
notamment symbiotiques sont très, trop différentes des communautés d’origine pour faciliter 
l’implantation des végétaux, qu’ils soient semés ou plantés (Hartmann et al., 2012; Héry et al., 2005; 
Jumpponen et al., 2002; Lazaruk et al., 2005) et leur remplacement par des communautés microbiennes 
adaptées aux communautés végétales conduit dans la plupart des cas à l’échec de la plantation ou du 
semi. En effet, les champignons, notamment mycorhiziens ont des capacités de dispersion limitées (Peay 
et al., 2012), la recolonisation par des vecteurs naturels pourrait s’avérer extrêmement longue, trop 
!#)!
!
longue pour permettre un contrôle suffisant de l’érosion du sol pour l’établissement d’une végétation 
protectrice. Pour favoriser le retour des propagules fongiques, le recours au topsoil est une solution 
efficace sous réserve d’un stockage qui en préserve les qualités. Hélas, les disponibilités en topsoil sont 
limitées et seul environ 15 % des surfaces à revégétaliser pourront bénéficier de cette pratique. La 
réintroduction de champignons mycorhiziens dans un sol peut être faite par inoculation  des plants en 
pépinière, le succès de l’inoculation in situ étant quasi nulle (Ducousso and Hamir, 2010). Mais cette 
méthode est coûteuse, difficile à mettre en place à grande échelle et se limite à la réintroduction de 
quelques souches alors que les cortèges mycorhiziens associés naturellement à un arbre sont le plus 
souvent composés de plusieurs dizaines d’espèces de champignons (Smith et al., 2013). De plus, ce 
système implique l’isolement et la culture contrôlée des souches mycorhizienne à réintroduire, une étape 
qui peut se révéler longue et difficile, voire impossible pour beaucoup espèces. Cette étape peut être 
d’autant plus fastidieuse si la zone à réhabiliter impose de n’utiliser que des souches indigènes, car 
l’introduction de souches exotiques peut être risquée dans le sens où elle peut potentiellement créer une 
concurrence interspécifiques jusqu’à aboutir à l’élimination de l’un des concurrents (Selosse, 1997). 
Une autre solution pour la réintroduction d’une communauté microbienne adaptée est d’établir une 
plante capable de croitre dans ces conditions difficiles et d’agir comme piège pour permettre le 
développement in situ d’une diversité de champignons mycorhiziens. La principale limite de ce procédé 
réside dans la compatibilité des champignons mycorhiziens piégés par la plante nurse pour les plantes 
cibles. 
 
1-7. Acacia spirorbis, une plante nurse à fort potentiel 
En 1825 Labillardière a décrit une nouvelle espèce d’Acacia en Nouvelle-Calédonie et l’a nommée : A. 
spirorbis). En 1864, Bentham a décrit une nouvelle espèce d’Acacia en Australie et l’a nommée Acacia 
solandri Benth. Les proximités taxonomiques de ces deux espèces ont conduit Pedley à proposer 
d’amender la description originale de Bentham pour placer A. solandri comme une sous espèce d’A. 
spirorbis et de la nommer A. spirorbis subsp solandri (Benth.) (Pedley, 1990). De facto, le taxon néo-
calédonien est devenu une sous espèce d’A. spirorbis nommée A. spirorbis subsp spirorbis Labill. 
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(Pedley, 1990). Dans la suite de ce document, pour faciliter la lecture, A. spirorbis fera référence à la 
sous espèce néo-calédonienne A. spirorbis subsp spirorbis.  
En Nouvelle-Calédonie, A. spirorbis (Figure 10) est un petit arbre très commun et très largement 
répandu, notamment sur la côte ouest où on le trouve sur une très large variété de sols : ferralitiques, 
volcano-sédimentaires et calcaires. Sa capacité à pousser dans des conditions extrêmes comme les sites 
miniers après exploitation a conduit les services environnementaux des compagnies minières a l’utiliser 
très largement pour la revégétalisation (Jaffré et al., 1994). 
 
 
Figure 10: Acacia spirorbis sur le Koniambo, Trazy. 
 
 La capacité d’A. spirorbis à développer une triple symbiose sur ses racines : nodosité fixatrice d’azote 
avec des rhizobium (Grangeteau C, 2012), mycorhizes arbusculaires (AM) avec des Gloméromycètes 
et ectomycorhizes (ECM) avec principalement des Basidiomycètes et Ascomycètes (Ducousso et al., 
2010; Jourand et al., 2014) est évoquée pour expliquer son adaptation à des contraintes édaphiques aussi 
variées qu’extrêmes. Ce caractère triple symbiotique n’est connue que pour un nombre très limité de 
plantes, notamment certains Acacia australiens (Reddell and Warren, 1987) et certaines plantes 
actinorhiziennes (Duponnois et al., 2007). Donc, A. spirorbis est présent sur des sols : calcaires et 
aluminiques sur les îles Loyautés, métallifères et ultrabasiques à la base des massifs miniers, sur les 
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cherts riches en silice du Nord de l’île ou encore les sols argileux et les sables blancs. Cette espèce a 
donc la capacité de se développer sur une large gamme de substrats contraignants, en présence de 
toxicités polymétaliques (Co, Cr, Mn et Ni), à des teneurs faibles en nutriments, et à une large gamme 
de pH (de 4 à 8). Le seul facteur qui semble limiter son développement est l’altitude, en effet les 
germinations d’A. spirorbis ne sont plus observées au-delà de 400 m. Toutefois, des plantations de 
jeunes arbres sur des massifs miniers à plus de 900 mètres ont abouti avec un accroissement normal de 
l’arbre, mais sans régénérations (Grangeteau C, 2012). Cette capacité d’adaptation hors normes, validée 
par sa sur-utilisation pour la réhabilitation des mines de nickel après exploitation nous a conduit à 
explorer le potentiel de plante nurse de cette espèce. 
 
1-8. Objectif et approche expérimentale pour le développement d’un itinéraire technique de 
restauration écologique des maquis miniers impactés par l’activité minière.  
Dans le cadre de la concession d’une mine, le code minier de la Nouvelle-Calédonie prévoit, en cas de 
renouvellement, la charge à l’exploitant de produire le cas échéant, un état des lieux des mesures et du 
calendrier envisagés pour la réhabilitation des zones dégradées à l’intérieur du périmètre de la 
concession (Code minier de la Nouvelle-Calédonie, Article R. 131-8-1 5°). Même si le code minier 
semble assez souple, dans les faits, la pression citoyenne, relayé par différentes associations et in fine 
par les pouvoirs publics oblige les compagnies minières à mettre en œuvre dans le cadre des ICPE 
(Installation Classée Pour l’Environnement), des mesures d’atténuation, de compensation et de 
réparation des atteintes provoqués aux écosystèmes du fait de l’exploitation minière. Ces mesures 
prévoient notamment la réhabilitation des sites, mais, faute d’itinéraire technique connu, ces mesures ne 
peuvent pas inclure la restauration écologique des sites. L’objectif principal de cette thèse sera de poser 
les bases d’un itinéraire technique fondé sur le système plante nurse – plantes cibles, pour la restauration 
écologique des maquis miniers dégradés. Dans le cadre de la Nouvelle-Calédonie et compte tenu des 
essais de revégétalisation menés depuis les années 1970 (Jaffré, 1974), nous avons choisi d’étudier les 
potentialités d’A. spirorbis pour son utilisation comme plante nurse avec des espèces du genre 
Tristaniopsis Brongn. & Gris. comme plantes cibles. Ainsi, après un exposé de nos connaissances de ce 
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système et de son fonctionnement, une synthèse de l’état de nos connaissances du rôle des symbioses 
racinaires dans le fonctionnement du système plante nurse – plantes cibles sera présenté. Ensuite, dans 
trois chapitres expérimentaux, nous nous sommes efforcés à apporter des connaissances nouvelles 
permettant de cerner les potentialités d’A. spirorbis comme plante nurse. Ainsi, nous avons décrit dans 
une première étude la diversité des champignons ectomycorhiziens avec lesquels A. spirorbis est associé 
dans la diversité des sols où cette espèce se développe spontanément. Ensuite, nous avons décrit les 
communautés ectomycorhiziennes établit naturellement sous A. spirorbis et sous Tristaniopsis guillainii 
Vieill. Ex Brongn. & Gris sur le massif de Koniambo afin d’estimer dans un essai en pépinière leur 
compatibilité et la capacité d’A. spirorbis d’agir comme une plante nurse pour l’établissement de 
Tristaniopsis. Enfin, nous avons établit des plantations expérimentales afin d’évaluer la capacité et les 
limites d’A. spirorbis à favoriser l’implantation de T. guillainii. 
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Encadré 1 : Les différentes approches pour la revégétalisation des milieux dégradés 
La mise en place de successions végétales sur terrains dégradées est définie par différents niveaux en 
fonction du niveau de dégradation de l’écosystème (Figure  1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De façon schématique, on distingue trois principaux itinéraires techniques de révégétalisation : la 
réaffectation, la réhabilitation et la restauration écologique. 
· La réaffectation, consiste en la mise en place d’un couvert végétal différent de celui d’origine 
et ne tient nullement compte l’écosystème d’origine. 
· La réhabilitation, consiste en la mise en place d’une couverture végétale ayant pour vocation de 
repositionner rapidement un écosystème endommagé dans une trajectoire favorable, proche  de la 
trajectoire naturelle ou non. Cette voix prend en compte la régulation des débits hydrique et la 
limitation des phénomènes d’érosion, mais sans prendre en compte le biotope initial. 
· La restauration écologique, consiste à mettre en place un couvert végétal sur un système dégradé 
en prenant en compte l’ensemble du biotope originel, au niveau de la diversité, de la structure et 
des fonctions initiales (Aronson et al., 1995).  
La Society for Ecological Restoration (SER 2004) définie la restauration écologique comme le 
processus qui assiste l’autoréparation d’un écosystème dégradé, endommagé ou détruit (Aronson et al., 
2006).L’objectif de ce processus est de transformer un milieu dégradé afin de rétablir l’écosystème 
d’origine notamment en termes de couverture végétale, de biodiversité, de limitation de l’érosion et de 
régulation des débits hydriques. L’application de ces principes de réhabilitation est mentionnée dans 
l’International Council on Mining & Metals (ICMM) qui a édité le fascicule Good practice Guidance 
for Mining and Biodiversity (L’Huillier et al., 2010).  
Figure 1: Représentation graphique des différentes approches pour la 
revégétalisation en fonction du niveau de dégradation d’un écosystème 
(Bradshaw, 1997). 
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Encadré 2 : Le système plante nurse 
Les interactions de facilitation regroupent toute influence positive d’un organisme sur un autre. 
Concernant les plantes, bien qu’étant un processus très répandu dans les écosystèmes forestiers, la 
facilitation n’est étudiée que depuis ces deux dernières décennies, ainsi il y a encore peu d’applications 
à la restauration écologique (Brooker et al., 2008) (Brooker et al., 2008). Le système plante nurse est 
l’une de ces applications de la facilitation entre plantes. 
Dans le cas du système plante nurse, la proximité entre la plante nurse et le plant cible permettrait un 
meilleur développement comparé à un individu isolé (Figure 1). Les avantages apporté par la plante 
nurse étant de réduire l’évaporation, limiter les fluctuations de température du sol et de l’air, augmenter 
la disponibilité des nutriments et des minéraux par l’accumulation de litière, accroitre la disponibilité 
en eau par le phénomène « hydraulic lift » consistant à  faire remonter l’eau située en profondeur dans 
les couches superficielles du sol avec les racines, et enfin favoriser le développement des communautés 
microbiennes symbiotiques (bactéries, champignons) (Padilla and Pugnaire, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Côté fonctionnement, la facilitation entre plantes serait corrélée avec le stress environnemental. Cette 
théorie, le « Stress Gradient Hypothesis » implique qu’en cas de faible stress environnemental il y a 
compétition entres les plantes car plus de pression pour la consommation des nutriments, tandis qu’en 
cas de fort stress environnemental, les plantes vont à l’inverse s’entraider (Le Bagousse-Pinguet et al., 
2012; Bertness and Callaway, 1994).   
Figure 1 : Interactions entre la plante nurse et la plante cible en fonction du stress environnemental et de la 
distance. Les f rouges représentant les interactions négatives (compétition) et les flèches vertes les interactions 
positives (échanges). Le caractère positif à négatif des paramètres stress et distance est modélisé par une 
graduation allant du vert au rouge. 
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Encadré 3 : Les symbioses mycorhiziennes 
La symbiose mycorhizienne est l’association mutualiste entre une plante et un champignon. Cette 
symbiose a lieu au niveau des racines fines de la plante (radicelles) et va permettre l’échange d’éléments 
minéraux, d’eau et de carbone entre la plante et le champignon via la mycorhize, l’organe symbiotique 
(Smith et al., 2007). Cette symbiose permettrait également une meilleure adaptation aux stress 
édaphiques tels que la présence de métaux toxiques dans les sols (Jourand et al., 2014).  
 
 
On distingue les ectomycorhizes (Figure 1) qui développent un manchon mycélien à l’extérieur de la 
racine à partir duquel des hyphes se développent pour créer un réseau entre les cellules du rhizoderme 
et ainsi former le réseau de Hartig, lieu des échanges symbiotique entre la plante et le champignon ;  des 
endomycorhizes qui se développent à l’intérieur de la racine sous la forme d’un arbuscule (Figure 2) 
(Ducousso and Hamir, 2010). Une particularité des ectomycorhizes est le fonctionnement en succession, 
ainsi un arbre collectera des partenaires ectomycorhiziens différents au cours de sa vie (Ducousso and 
Hamir, 2010). 
Les ectomycorhizes sont essentiellement des champignons 
basidiomycètes qui sont associés à environ 20 familles de 
plantes ligneuses et concernent généralement des espèces 
grégaires dominant la canopée (Ducousso et al., 2008). Ces 
plantes représentent 3 % de la biodiversité végétale 
mondiale et sont présentent sur tous les continents, mais on 
les retrouve essentiellement dans les zones climatiques 
subarctiques (forêts boréales) en zone tempérées et 
méditerranéennes. Peu de données sont rassemblées en zone 
tropicale, mais il a été démontré que certaines essences 
ectomycorhiziennes structuraient certaines forêts tropicales 
(Tedersoo et al., 2010). 
  
Figure 2 : Illustration de la colonisation d’une 
racine par des champignons mycorhiziens: 
ectomycorhiziens (bleu) et endomycorhiziens  
(rose). (Bonfante P. and Genre A., 2010, 
Nature communications 1: 48). 
Figure 1 : Photographies d'ectomycorhizes de 
Pisolithus albus sur des racines d'A. spirorbis (à 
gauche) et d'un manchon ectomycorhizien 
grossis à la loupe (à droite) 
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Résumé 
La facilitation est une situation où la présence d’une espèce est favorable à une autre espèce sans causer 
de dommage à cette espèce. Dans le cas des plantes, les symbioses racinaires sont régulièrement 
évoquées pour leurs rôles dans la facilitation. Après avoir précisé les définitions de la facilitation en 
écologie, des symbioses racinaires, de la dégradation d’un écosystème et de restauration écologique, 
une synthèse des travaux relatifs aux rôles de trois types de symbioses racinaires : i) les mycorhizes 
arbusculaires, ii) les ectomycorhizes et iii) la fixation biologique de l’azote est proposée en portant une 
attention particulière à l’application de la facilitation entre plante dans les itinéraires techniques de 
restauration écologique des écosystèmes dégradés. 
Mots clés : Mycorhizes arbusculaires, Ectomycorhizes, Fixation d’azote, Facilitation, Ecosystème 
dégradé, Restauration écologique. 
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Afin de faire un bilan de nos connaissances des rôles des symbioses mycorhiziennes comme médiateur 
de la facilitation entre plantes et notamment leurs applications à la restauration écologique des 
écosystèmes dégradés, il est nécessaire de préciser quelques définitions, notamment la facilitation, la 
symbiose, la notion d’écosystème dégradé et la restauration écologique.  
 
La Facilitation 
En écologie, la facilitation est définie comme une situation où la présence d’une espèce est favorable à 
l’installation et la vie d’une autre espèce sans que cette interaction soit défavorable à cette espèce (Bruno 
et al., 2003 ; Callaway, 1995). Dans certains cas, cette interaction peut être favorable aux deux espèces ; 
en aucun cas la facilitation peut être évoquée si la présence d’une espèce cause un dommage à l’autre 
(Stachowicz, 2001). La facilitation ne peut pas être considérée comme une symbiose car, dans le cas de 
la facilitation, il n’y a pas de mise en place d’une entité symbiotique spécifique siège des échanges à 
bénéfices réciproques entre les partenaires de la symbiose (Bradford and Schwab, 2013). Enfin, la 
facilitation est considérée comme une interaction positive entre espèces au contraire de la compétition 
qui est une interaction négative. La facilitation est un processus écologique qui concerne les espèces 
qu’elles soient animales, végétales, microbiennes, etc. La facilitation peut donc faire intervenir des 
organismes appartenant à des règnes différents comme les plantes et les bactéries ou les plantes et les 
champignons. Dans cette synthèse, nous aborderons la facilitation entre plantes et notamment le rôle de 
la symbiose mycorhizienne dans cette interaction positive. Dans le cas où la facilitation permet à une 
plante de s’installer du fait de la présence antérieure d’une autre, cette dernière est appelé plante nurse 
(Callaway, 1995). 
Les symbioses racinaires 
Dans son acceptation actuelle adaptée de la définition proposée par De Bary (1879), la symbiose est 
définie comme une association à avantages ou inconvénients réciproques, partagés entre deux espèces 
différentes avec des bénéfices pour la nouvelle entité qu’elles forment. Les plantes sont connues pour 
leurs capacités à former des symbioses au niveau de leurs racines notamment avec des microorganismes 
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fongiques et bactériens. Ainsi environ 70 % des plantes vasculaires forment des mycorhizes 
arbusculaires avec des champignons de la classe des Gloméromycètes (Wang and Qiu, 2006). Cette 
symbiose apparue il y a plus de 400 MA a accompagné l’émergence des plantes vasculaires terrestres 
(Remy et al., 1994). Depuis, différentes symbioses racinaires ont émergés, notamment les 
ectomycorhizes qui unissent en général des plantes ligneuses avec essentiellement des Basidiomycètes 
et des Ascomycètes. Même si les ectomycorhizes ne concernent que 3 % des taxons végétaux, elles ont 
une importance particulière du fait qu’elles concernent essentiellement des arbres dominant des forêts 
tempérées, boréales, méditerranéennes et de certaines forêts tropicales, notamment celles du sud-est 
asiatique. Les mycorhizes ont été particulièrement étudiées pour leurs rôles dans l’amélioration générale 
de la physiologie de la plante hôte par l’apport de carbone de la plante vers le champignon qui en retour 
fourni la plante en eau et en éléments nutritifs, notamment le phosphore (Smith and Read, 2008). La 
symbiose mycorhizienne joue également un rôle clé pour la défense contre les agressions biotiques et 
abiotiques du sol (Selosse et al., 2004). Ainsi, Jourand et al., 2010 ont mis en évidence le rôle d’un 
champignon ectomycorhizien, Pisolithus albus dans la résistance au nickel de sa plante hôte. La 
croissance des plantes peut être très limitée voire impossible en absence de symbiose avec des 
champignons mycorhiziens dans les environnements difficiles (Cázares et al., 2005). Mais ce sont les 
réseaux de mycélium établit dans le sol par les champignons qui fondent les capacités des mycorhizes à 
permettre la facilitation entre plantes (Selosse et al., 2006 ; Simard et al., 2012). En effet, une plante 
peut fournir à une autre de l’inoculum fongique sous la forme du réseau mycélien qu’elle a établi dans 
le sol et ainsi faciliter son installation. Ce type de relation où l’effet « nurse » est supporté par le réseau 
mycélien commun a déjà été observé pour les ectomycorhizes (Horton et al., 1999 ; Richard et al., 2009). 
Dans ces cas, les champignons doivent nécessairement être aptes à former des ectomycorhizes avec la 
plante nurse et la plante cible. 
Une autre symbiose reconnue pour son importance unie les racines de certaines plantes à des bactéries 
symbiotiques fixatrices d’azote. Les plantes associées à ces bactéries ont été divisées en deux grands 
groupes : les plantes actinorhiziennes qui forment des nodosités fixatrices d’azote avec des bactéries du 
genre Frankia et les légumineuses (Fabacées pour la plupart) qui forment des nodosités fixatrices 
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d’azote avec des rhizobiums. Les rhizobiums appartiennent aux sous-classes des alpha-protéobactéries 
et des béta-protéobactéries et sont répartis dans plusieurs genres, notamment Rhizobium, Ensifer, 
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Cupriavidus, etc. Le fonctionnement de cette symbiose 
contribue de fait à affranchir la plante du stock d’azote du sol. A terme, la plante fixatrice contribuera à 
introduire de l’azote dans le système, potentiellement au profit d’autres espèces végétales dans le cadre 
d’une facilitation entre plantes.  
 
La notion d’écosystème dégradé 
Un écosystème est un ensemble composé par l’association des êtres vivants qui s’y trouve, en interaction 
avec leur environnement biologique, géologique, édaphique, climatique, hydrologique qui définissent 
le biotope  (Tansley, 1935).  Les espèces composant un écosystème échangent de l’énergie et de la 
matière afin de permettre le maintien et le développement de la vie dans le cadre d’un équilibre 
dynamique ; l’écosystème étant en perpétuel évolution. Une altération des échanges qu’ils soient 
d’énergie où de matière peut aboutir à une dégradation de l’écosystème (Wali, 1999). La dégradation 
d’un écosystème est alors constatée par une diminution persistante de sa capacité à fournir des services 
(Chopra et al., 2005). La dégradation peut être d’une origine naturelle, humaine ou de l’interaction des 
deux. Ainsi, une pression humaine peut fragiliser, sans le dégrader un écosystème. La survenance d’une 
catastrophe naturelle sur un écosystème fragilisé peut alors engendrer sa dégradation. Les causes 
anthropiques de dégradation d’un écosystème peuvent être classées en cinq catégories ;  i) les pollutions 
qui vont avoir un ou des effets sur la santé d’un ou plusieurs groupes fonctionnels qui composent 
l’écosystème, ii) la surexploitation qui va altérer les équilibres entre les différents groupes fonctionnels, 
voir même en faire disparaître certains, iii)  l’introduction d’espèces envahissantes qui vont occuper des 
niches écologiques entrainant la réduction voir l’extinction des espèces qui les occupaient auparavant, 
iv) la déforestation qui consiste en supprimant un groupe fonctionnel de l’écosystème à provoquer des 
désordres majeurs sur l’ensemble des composantes de l’écosystème avec une perte importante de 
biodiversité et une destruction des habitats pour certaines espèces et enfin v) la fragmentation qui 
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consiste en la réduction d'un habitat continu en fragments d'habitats plus petits et isolés les uns des autres 
(Eriksson and Ehrlên, 2001). 
Cette dégradation peut être mesurée de différentes façons : soit de façon quantitative en mesurant 
notamment la perte d’un service soit d’une façon plus qualitative en estimant la capacité de l’écosystème 
à restaurer ses capacités antérieures à fournir des services. Un élément important à prendre en compte 
est la capacité d’autoréparation d’un écosystème dégradé.  
 
La restauration écologique 
La Society for Ecological Restoration (SER 2004) définie la restauration écologique comme le 
processus qui assiste l’autoréparation d’un écosystème dégradé, endommagé ou détruit (Aronson et al., 
2006). L’objectif de ce processus est de transformer un milieu dégradé afin de rétablir l’écosystème 
d’origine notamment en termes de couverture végétale, de biodiversité, de limitation de l’érosion et de 
régulation des débits hydriques. L’application de ces principes de réhabilitation est mentionnée dans 
l’International Council on Mining & Metals (ICMM) qui a édité le fascicule Good practice Guidance 
for Mining and Biodiversity (L’Huillier et al., 2010). 
La mise en place de successions végétales sur terrains dégradées est définie par différents niveaux en 
fonction du niveau de dégradation de l’écosystème (Figure  1). 
!&,!
!
 
Figure 10 : Représentation graphique des différentes approches pour la revégétalisation en fonction du niveau de 
dégradation d’un écosystème (Bradshaw, 1997). 
 
La facilitation entre plantes 
Comme énoncé précédemment, les interactions de facilitation regroupent toute influence positive d’un 
organisme sur un autre. Concernant les plantes, bien qu’étant un processus très répandu dans les 
écosystèmes forestiers, la facilitation n’est étudiée que depuis ces deux dernières décennies, ainsi il y a 
encore peu d’applications à la restauration écologique (Brooker et al., 2008). Le système plante nurse 
est l’une de ces applications de la facilitation entre plantes. 
Dans le cas du système plante nurse, la proximité entre la plante nurse et la plante cible permettrait un 
meilleur développement comparé à un individu isolé (Figure 2). Les avantages apporté par la plante 
nurse étant de réduire l’évaporation, limiter les fluctuations de température du sol et de l’air, augmenter 
la disponibilité des nutriments et des minéraux par l’accumulation de litière, accroitre la disponibilité 
en eau par le phénomène « hydraulic lift » consistant à  faire remonter l’eau située en profondeur dans 
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les couches superficielles du sol avec les racines, et enfin favoriser le développement des communautés 
microbiennes symbiotiques : bactéries et champignons (Padilla and Pugnaire, 2006). 
 
Figure 11: Interactions entre la plante nurse et la plante cible en fonction du stress environnemental et de la 
distance. Les flèches rouges représentant les interactions négatives (compétition) et les flèches vertes les 
interactions positives (facilitation). Le caractère positif à négatif des paramètres stress et distance est modélisé par 
une graduation allant du vert au rouge. 
  
Côté fonctionnement, la facilitation entre plantes serait corrélée avec le stress environnemental. Cette 
théorie, le « Stress Gradient Hypothesis » implique qu’en cas de faible stress environnemental il y a 
compétition entres les plantes car plus de pression pour la consommation des nutriments, tandis qu’en 
cas de fort stress environnemental, les plantes vont à l’inverse s’entraider (Le Bagousse-Pinguet et al., 
2012 ; Bertness and Callaway, 1994). 
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Les principaux groupes ectomycorhiziens en Nouvelle-Calédonie 
Les champignons ectomycorhiziens sont principalement représentés par les Homobasidiomycetes qui 
sont associés à environ 20 familles de plantes ligneuses (Ducousso et al., 2008). 
L’inventaire des champignons en Nouvelle-Calédonie n’en est qu’à un stade très fragmentaire, à peine 
1 % des espèces (300 sur 30 000 estimés) auraient été décrites à ce jour (Eyssartier et al., 2008). Depuis 
2006, un programme de recherche sur le rôle des microorganismes symbiotiques, notamment les 
champignons, dans l’adaptation des plantes aux sols extrêmes et la création de la Société mycologique 
de Nouvelle-Calédonie en 2008 (www.smnc.nc) ont permis l’identification de plusieurs centaines 
d’espèces nouvelles pour ce territoire, mais également la découverte de nouvelles espèces (e.g : 
Ducousso et al., 2009). Une partie de cette étude a permis d’établir une première liste d’espèces de 
champignons ectomycorhiziens (Ducousso and Hamir, 2010). 
Il apparaît d’une étude de (Waseem et al., 2017) que des espèces végétales localement dominantes sur 
les sols ultrabasiques de Nouvelle-Calédonie (Tristaniopsis spp. et Nothofagus spp.) sont 
ectomycorhiziennes, avec la présence récurrente et diversifiée des partenaires symbiotiques de la famille 
des Cortinariaceae. Dans une autre étude (Waseem, 2011), la présence des genres ectomycorhiziens 
associés à Tristaniopsis spp. En Nouvelle-Calédonie en fonction du type de sol : ultrabasique ou 
volcano-sédimentaire, a permis de mettre en évidence comme genres les plus fréquents Cortinarius, 
Pisolithus, Russula et Boletellus. 
 
Etat de l’art de la restauration écologique des maquis minier en Nouvelle-Calédonie 
En Nouvelle-Calédonie, la restauration écologique des sites miniers pose la question de l’écosystème 
de référence à reproduire. En effet, lorsque le sol est toujours en place, on admet que l’écosystème de 
référence est celui des écosystèmes en place, sur des sols similaires et dans l’environnement proche. 
Dans ce cadre, une opération de restauration écologique a été initié avec succès dans le parc provincial 
de la chute de la Madeleine (Cornu et al., 2001). D’autres opérations ont également été menées avec 
succès par le programme forêt sèche de l’IAC pour la restauration écologique de la forêt sèche 
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(http://www.biodiversite.nc/Le-programme-Foret-seche_a45.html). Dans ces cas : chute de la 
Madeleine et Forêt sèche, un sol, même dégradé était encore en place. Dans le cas d’une exploitation 
minière à ciel ouvert, lorsque le sol a été retiré mécaniquement jusqu’à la roche mère et qu’au mieux le 
site à restaurer est recouvert d’une mince couche (en général 30 cm) de stérile minier, la question de 
l’écosystème de référence reste entière. C’est pourquoi, beaucoup d’acteur de l’environnement minier 
préfère parler de réhabilitation des sites miniers. A la différence de la revégétalisation qui peut être 
limitée à la simple mise en place d’une espèce végétale qui couvre le terrain, certain parle de 
« reverdissement », la réhabilitation prend en compte les flux hydriques, l’érosion et également la 
durabilité de l’opération. En cela, la réhabilitation peut être considérée dans certain cas comme de la 
restauration écologique au sens de la définition de la International Society for Ecological Restoration 
(www.ser.org) : le processus d'assistance à la récupération d'un écosystème dégradé, endommagé ou 
détruit. La lecture des sites web des principaux opérateurs miniers de Nouvelle-Calédonie permet de 
mesurer facilement leur intérêt pour la restauration écologique qui est illustré de chiffres : 471.239 
plantes de 120 espèces toutes endémiques ont été produites, parmi elles, 75 espèces rares… Bien 
évidemment, ces plantes produites pour la restauration écologique sont destinées au transfert sur le 
terrain et là, avec une honnêteté qui mérite d’être soulignée, il est fait mention de « revégétalisation » et 
non plus de restauration écologique. A ce jour, en Nouvelle-Calédonie, nous ne connaissons pas 
d’opération de restauration écologique d’un site minier, opération aboutie et publiée. Nonobstant, Dans 
une publication à venir, le Professeur H. Amir a fait un état des lieux des différents essais de 
réhabilitation des sites miniers dégradés. Par les différentes plantations réalisées, il a pu remarquer, dans 
certaines plantations âgées d’A.spirorbis, l’apparition spontanée d’espèces endémiques très 
probablement issues des maquis adjacents. L’établissement spontané puis le développement de ces 
espèces va alors de pair avec la régression des A. spirorbis initialement plantés. Dans nos fréquents 
déplacements sur le terrain, nous avons pu observer une plantation d’A. spirorbis âgée de 17 ans où le 
développement spontané d’espèces endémiques typiques des maquis minier engendre le dépérissement 
d’A. spirorbis (Figure 3). 
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a. b.  
Figure 12: Plantation d’A. spirorbis âgée de 17 ans. A : Le développement de semis naturels dans l’environnement 
d’A. spirorbis est bien visible, notamment un Gymnostoma deplancheanum (Miq.) L.A.S. Johson ; B : en vue de 
détail, de nombreux semis d’espèces endémiques émergent de la litière : Styphelia sp. Ghania aspera, Schoenus 
sp., Nepenthes novaecaledonica, etc.   
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Chapitre 1 
Etude de la diversité ectomycorhizienne associée 
 à Acacia spirorbis sur des sols contrastés de Nouvelle-Calédonie 
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Introduction du Chapitre 1 
Objectif : 
Afin de déterminer d’éventuelles variations de la diversité des partenaires fongiques de la symbiose 
ectomycorhizienne d’A. spirorbis et une possible préférence écologique en fonction des contraintes 
géochimiques des sols de Nouvelle-Calédonie, un inventaire des ectomycorhizes a été réalisé sur une 
variété de sols contrastés de Nouvelle-Calédonie. Ces sols on été regroupé en trois grandes classes : 
ferralitiques, volcano-sédimentaires et calcaires. Cette étude est réalisée dans le but de définir si A. 
spirorbis peut être utilisé en restauration écologique pour ses capacités à mettre en place des conditions 
favorables à l’implantation d’une succession végétale assistée. 
 
Résultats principaux :  
Ce chapitre fait l’objet d’un article accepté pour publication dans la revue Microbial Ecology. 
Dans ce premier article, nous mettons en évidence la capacité d’A. spirorbis à pousser dans une variété 
de sols aux caractéristiques très différentes et, dans tous ces types des sols, sa capacité à former des 
ectomycorhizes avec une large diversité de champignons. La diversité ectomycorhizienne n’apparait pas 
impactée sur les sols ferralitiques réputés contraignants, elle est même légèrement plus diversifiée. Il 
apparait également que la diversité ectomycorhizienne est nettement plus restreinte est spécifique sur 
les sols calcaires et dominée par deux lineages seulement : les Thelephoraceae et les Sebacina. Sur 
toutes les classes de sol, le lineage des Thelephoraceae est prédominant. 
 
Conséquences pour l’itinéraire technique : 
Ces résultats nous permettent d’envisager l’utilisation d’A. spirorbis en restauration écologique des sites 
miniers dégradés qui sont des sols ferralitiques appauvris. Cette utilisation serait focalisée sur la 
réintroduction de champignons ectomycorhiziens afin de recréer des topsoils riches en microorganismes 
et induire un effet de facilitation avec des espèces cibles. Ainsi utilisée comme plante facilitatrice, A. 
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spirorbis pourrait transférer ses ectomycorhizes à des espèces cibles plantées à proximité, améliorer leur 
développement et ainsi augmenter les chances de réussite d’une opération de restauration écologique 
d’un site minier dégradé. 
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Abstract 
This study aims to characterize the ectomycorrhizal (ECM) communities associated with Acacia 
spirorbis, a legume tree widely spread in New Caledonia that spontaneously grows on contrasted 
edaphic constraints, i.e. calcareous, ferralitic and volcano-sedimentary soils. Soil geochemical 
parameters and diversity of ECM communities were assessed in twelve sites representative of the three 
mains categories of soils. The ectomycorrhizal status of Acacia spirorbis was confirmed in all studied 
soils, with a fungal community dominated at 92 % by Basidiomycota, mostly represented by 
/tomentella-thelephora (27.6 %), /boletus (15.8 %), /sebacina (10.5 %), /russula-lactarius (10.5 %), 
/pisolithus-scleroderma (7.9 %) lineages. The diversity and the proportion of the ECM lineages were 
similar for the ferralitic and volcano-sedimentary soils, but significantly different for the calcareous 
soils. These differences in the distribution of the ECM communities were statistically correlated with 
pH, Ca, P and Al in the calcareous soils and with Co in the ferralitic soils. Acacia spirorbis forms ECM 
symbioses with a large spectrum of fungi of which distribution is correlated with soil categories and 
edaphic parameters. This suggests that fungi already established in a site might play a significant role 
in the ability of A. spirorbis at colonizing this site and thus soils with contrasted edaphic constraints. 
 
 
Keywords: Acacia spirorbis, Ectomycorrhizas, New Caledonia, Fungal diversity, Edaphic constraint 
 
  
  
!'&!
!
Introduction 
New Caledonia is a tropical archipelago located in the southwest Pacific, about 1,200 kilometres east 
from Australia. Because of a contrasted geological history, New Caledonia presents a wide variety of 
soils that can be grouped into three major categories: clayey and chert soils developed upon volcano-
sedimentary rocks (basalts, schists and chert-type siliceous sediments) that cover about 2/3 of the main 
island, ferralitic soils developed upon ultramafic rocks (peridotites and serpentinites) representing about 
1/3 of the main island, and more or less humic and aluminous soils developed upon coral reef formations 
that are mainly found in the Loyalty islands [1]. This diversity of soils, combined with the tropical 
climatic conditions and the geographical isolation of the archipelago, led to the high terrestrial 
biodiversity of the island i.e. 3,371 vascular plant species among which 80 % are endemic [2].  This 
terrestrial biodiversity is currently threatened by anthropogenic activities that contribute to make the 
New Caledonian archipelago one of the world biodiversity hotspots [3, 4]. Among the vascular plants 
identified in New Caledonia, [5] reported Acacia spirorbis which belongs to the Fabaceae family and 
the Mimosoideae subfamily. This legume named Acacia spirorbis subsp. spirorbis, abbreviated into A. 
spirorbis along the following text, is now considered as a species of the phyllodinous Australian acacias 
clade and is geographically located only in the New Caledonian archipelago [6]. This legume species 
has the capacity to develop a triple root symbiosis with the nitrogen fixing bacteria Bradyrhizobium sp. 
[7] and with both arbuscular (AM) and ectomycorrhizal (ECM) fungi [8, 9]. Acacia spirorbis is able to 
colonize and grow on a large variety of soils (i.e. calcareous in the Loyalty islands, volcano-sedimentary 
and ferralitic soils on the main island that show a large range of concentrations of major plant nutrients 
(Ca, N, P and K) and high levels of potentially toxic heavy metals (Co, Cr, Mn and Ni) as well as pH 
values between 4 and 8). This plant is naturally widespread in New Caledonia, with a large distribution 
along the archipelago up to an altitude of 400 meters, and it was used as a tool in ecological restoration 
strategies for ferralitic outcrops after nickel mining [10]. In a previous study it has been shown that A. 
spirorbis was able to form ECM symbiosis with the fungus Pisolithus albus in soils developed upon 
volcano-sedimentary or ultramafic rocks [11].  It has also been recently demonstrated that the ECM 
fungus P. albus plays a key role in adaptation of A. spirorbis to ferralitic soils, by enhancing the uptake 
!''!
!
of major nutritive elements such as Ca, K and P and reducing the polymetallic toxicity related to the 
large amounts of cobalt, chromium, manganese and nickel naturally present in most ferralitic soils [9]. 
Such adaptations of A. spirorbis related to its ability to develop symbiotic association with a specific 
ECM fungus raises the question of the actual diversity of the ECM fungal community associated with 
this plant species, in relation with the various edaphic conditions encountered by this legume. Very few 
studies have reported comparisons between ECM fungal communities of a same tree species facing 
different edaphic constraints, mainly because the distribution of most ECM tree species is limited by 
soil constraints. For example, a study focused on Quercus spp. that is able to grow on both ferralitic and 
non-ferralitic soils reported similar structures of ECM communities associated with this plant in both 
soil types [12]. Similarly, the comparison of fungal ECM communities from plants growing on both 
serpentine and non-serpentine soils concluded that the serpentinic edaphic constraints did not limit but 
might even promote the ECM diversity [13, 14]. However, it is often assumed that links exist between 
(i) the distribution of tropical tree diversity, (ii) the distribution of tropical ectomycorrhizal diversity 
and (iii) the local-scale edaphic variations [15]. More recently, Roy et al [16] found that the richness of 
the ECM community associated with Alnus spp. was significantly influenced by soil parameters (mineral 
vs organic), with about 26 % of richness variation that could be explained by the soil parameters in 
combination with the host plant of origin. This latter result is in agreement with the conclusion of the 
recent review article by Tedersoo et al [17] indicating that environmental traits such as climatic and 
edaphic conditions strongly structure the fungal biodiversity at the global scale. In New Caledonia, the 
contrasted edaphic conditions might also structure the diversity of the ECM fungal communities 
encountered by the legume A. spirorbis that is able to colonize a large variety of soils.  
The aims of the present study were (i) to characterize the general ECM status of A. spirorbis on the 
different soil types on which this plant species spontaneously grows, (ii) to analyse the structure of the 
ECM fungal communities able to develop spontaneous symbiotic associations with this legume species 
in situ, and (iii) to compare the structures of ECM communities of the three soil categories. The 
hypothesis is that A. spirorbis has a strong capacity to develop ECM symbiosis regardless of the 
diversity of in situ fungal communities. In order to perform this study, the diversity of the ECM fungal 
community associated with A. spirorbis naturally growing on the three major types of soils in New 
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Caledonia i.e. soils developed upon calcareous, ultramafic and volcano-sedimentary rocks, was 
assessed. For that purpose, ECM root tips of A. spirorbis were sampled in several sites representative of 
the three major soil types for identification and molecular characterization of symbiotic partners by ITS 
sequencing. The resulting ECM fungal diversity associated with A. spirorbis was established and then 
analysed according to the soil type.  
 
Materials and methods 
Site description, soil sampling and chemical analyses 
The sites for sampling were chosen as they all presented gregarious populations of A. spirorbis. The 
geographical position of the sites where the soil samples and ECM roots from A. spirorbis were collected 
are shown on the map in Figure 1, and the detailed location of the study sites and soil descriptions are 
reported in Table 1 [18]. These soils were classified into three major categories as recently reported in 
the pedological survey of New Caledonia by Fritsch [1]. Four soils were classified into the calcareous 
(CA) soil category: two Gibbsic Ferralsols, Humic (WNK and MUC), one Gibbsic Ferralsols, Magnesic 
(WAN) and one Rendzic Leptosol, Humic (EAS).  Four soils were classified into the ferralitic (FE) soil 
category: one Geric Plinthosol (TIE), one Magnesic Ferralsol (PAND-1), one Abruptic Ferralsol 
(PAND-2) and one Haplic Ferralsol (PIND). Four soils were classified into the volcano-sedimentary 
(VS) soil category: one Leptic Cambisol (POUM MB), one Albic Acrisol (POUM SI), one Haplic 
Vertisol (VERT) and one Haplic Cambisol (SERP). For each of these twelve soils, three samples of 1 
litre each representing the 0-30 cm horizon were collected. This depth was considered as representative 
of the bulk soil horizon that is mainly explored by the A. spirorbis roots.  
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Figure 1: Map of the New Caledonian archipelago including the 3 major soil categories (i.e. calcareous, ferralitic 
and volcano-sedimentary soils) and showing the location of the sites where ectomycorrhizal fungi were sampled 
from roots of Acacia spirorbis. 
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Table 1: Summary data of sampled sites where ectomycorrhizas of A. spirorbis were collected: description, 
references as reported in Figure1, location with geographical coordinates and soil description and WRB 
classification as reported by Fritsch [1]. 
Soil geochemical 
category 
Site 
name 
Location and coordinates 
Soil description and WRB 
classification  
Calcareous 
 
EAS 
Atoll’s ledge, Pointe of Easo (Lifou) 
S 20°47’12.23’’; E 167°07’21.72’’ (alt 25 m) 
Very thin dark-brown humic soil  
Rendzic Leptosol (Humic) 
MUC 
Atoll’s central plateau, Mucaweng (Lifou) 
S 20°44’57.54’’; E 167°09’09.34’’ (alt 40 m) 
Thin dark yellow-brown soil 
Gibbsic Ferralsol (Humic) 
WAN 
Atoll’s central plateau, Wanaham (Lifou) 
S 20°44’43.56’’; E 167°13’17.88’’ (alt 31 m) 
Thin yellow-brown soil 
Gibbsic Ferralsol (Magnesic) 
WNK 
Atoll’s central plateau, Wanek (Lifou). 
S 20°44’49.33’’; E 167°05’00.86’’ (alt 41m) 
Red-brown soil with calcareous 
rocks 
Gibbsic Ferralsol (Humic) 
Ferralitic 
TIE 
Colluvium at the bottom of the Tiebaghi 
ultramafic regolith 
S 20°28’19.20’’; E 164°15’35.16’’ (alt 69 m) 
Red pisolithic soil 
Geric Plinthosol  
PIND 
Pindaï peninsula, East Nepoui 
S 21°19'55.45" E164°58'19.24" (alt 65 m) 
Red-brown soil  
Haplic Ferralsol 
PAND-
1 
Bottom of the Koniambo ultramafic regolith 
S 21°01’35.84’’; E 164°46’58.68’’ (alt 38 m) 
Brown soil  
Magnesic Ferralsol 
PAND-
2 
Colluvium of pisolithic material (Pandanus 
valley) 
S 21°01’58.80’’; E 164°46’40.97’’ (alt 31 m) 
Brown clayey soil with colluvium 
pisolithic cover 
Abruptic Ferralsol  
Volcano 
sedimentary 
 
POUM 
MB 
Golone peninsula, Poum Malabou 
S 20°17’32.56’’; E 164°05’22.60’’ (alt 48 m) 
Brown gravel-rich soil  
Leptic Cambisol 
POUM 
SI 
Podzols beach (Poum) 
S 20°13’38.50’’; E 164°04’44.52’’ (alt 14 m) 
Silicic bleached soil  
Geric Acrisol (Albic) 
VERT 
Black soils plain on basalts, Pouembout 
S 21°07’59.59’’; E 164°54’55.64’’  (alt 16 m) 
Black yey soil 
Haplic Vertisol 
SERP 
Serpentinic basement of the Tia plateau 
ultramafic regolith  
S 21°10’27.74’’; E 164°52’40.47’’ (alt 75 m) 
Thin silty grey-brown soil (can be 
gravel-rich)  
Haplic Cambisol 
Abbreviation: alt: altitude; WRB: world reference base for soil resources [18] 
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The concentration of elements (Si, Mg, Ca, Na, K, P, Fe, Mn, Al, Ni, Cr, Co, P) in the soil samples was 
determined at the ISO 9002 certified Laboratoire des Moyens Analytiques (LAMA) of the Centre IRD 
de Noumea (New Caledonia) by ICP-AES after alkaline fusion [19]. The organic carbon (Corg) and 
nitrogen (Norg) contents were determined following the Walkley-Black and Kjeldahl methods, 
respectively, as previously described in [19]. The full geochemical characteristics of the twelve soils 
sampled are reported in ESM Table 1A, B and C and data are summarized in Table 2. For pH and each 
element soil content, a non-parametric test of Kruskal-Wallis was applied to detect possible differences 
between soil types. When the Kruskal-Wallis p value test was < 0.05, a pairwise Wilcoxon test was used 
to assess the different levels of significance at p < 0.05. The letters a, b and c indicate these levels 
respectively from the best to the lowest (Table 2). 
The geochemical data of each site were analysed by a principal component analysis (PCA) in order to 
test the pooling of the sites according to their geochemical properties. All statistical analyses were 
carried out using the R software (https://www.r-project.org/) as described below.  
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Table 2: Geochemical characteristics of the bulk soils. All data are means ± stdv of element content measured in 
soil samples gathering data of soil sites belonging to a same soil category. For pH and each soil element, a non-
parametric test of Kruskal-Wallis was applied to detect differences between soil types of which p value is reported. 
When Kruskal-Wallis p value test was < 0.05, a pairwise Wilcoxon test was used to assess the different levels of 
significance that letters a, b or c indicate at p < 0.05. 
 
Geochemical 
characteristics 
Soil type according to the geochemical soil analyses 
Kruskall wallis 
Statistic test 
Calcareous Ferralitic 
Volcano-
sedimentary 
P value 
pH 7.6 ± 0.8 a 6.1 ± 0.5 b 5.7 ± 1.1 b 9.99 e-05 
Total element 
soil contents 
(mg/kg) 
C 7,420 ± 3,521 a 2,322 ± 2,004 b 2,858 ± 2,627 b 0.007362 
N 5,500 ± 4,845 a 999 ± 780 b 1,006 ± 923 b 0.003292 
P 6,471 ± 2,662 a 81 ± 59 b 168 ± 180 b 7.376 e-05 
K 267 ± 124 336 ± 469 2,807 ± 3,222 0.459 
Ca 78,585 ± 81,909 a 1,443 ± 1,968 b 13,035 ± 20,923 b 0.0004076 
Mg 23,234 ± 34,731 29,087 ± 41,762 21,199 ± 20.005 0.8723 
Na 585 ± 475 b 352 ± 194 b 4,017 ± 4,825 a 0.02781 
Al 141,574 ± 75,691 a 29,079 ± 19.879 b 49,952 ± 37,457 b 0.004413 
Fe 109,749 ± 58,963 b 317,453 ± 137,596 a 46,231 ± 35,582 c 9.068 e-05 
Co 43 ± 26 b 608 ± 295 a 45 ± 39 b 8.324 e-05 
Cr 570 ± 233 b 20,833 ± 9,919 a 569 ± 581 b 5.713 e-05 
Mn 3,103 ± 1,768 a 7,714 ± 6,942 a 668 ± 516 b 0.0001502 
Ni 44 ± 20 b 5,653 ± 2,783 a 524 ± 772 b 5.436 e-05 
Si 13,420 ± 10,698 c 100,194 ± 57,151 b 301,606 ± 97,483 a 2.669 e-06 
 
 
Sampling of ectomycorrhizal root tips  
In each selected site, ectomycorrhizal root tips were collected from roots of A. spirorbis specimens in 
dense populations, aged from 2 to 15 years and dispersed across an area of about 1 hectare. 
Ectomycorrhizas were randomly collected on five trees per site, with a minimal distance of 10 meters 
between each specimen. For each tree, ectomycorrhizas were collected using the root tracking method 
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that consists in following the roots from the largest trunk-connected roots toward the finest ones where 
ectomycorrhizas preferentially occur [19]. Numbers of ECM collected on each site are reported in Table 
3. Immediately after sampling, the ectomycorrhizal root tips were placed in sealed vials and directly 
transferred into liquid nitrogen. Back to the laboratory, the samples were stored at -20°C before DNA 
extraction for sequencing.  
 
 
Table 3: Summary of ECM data collected on roots of A. spirorbis in the 12 studied sites: number of ECM collected, 
ITS DNA sequences obtained with their accession number as deposited in DDJB bank, the corresponding number 
of OTU generated and the observed Shannon H' and Simpson D diversity indexes per site.  
 
Soil 
geochemical 
category 
 
Site name 
 
Total 
number of 
ECM root 
tips 
sampled 
 
Number of 
DNA ITS 
sequences 
obtained 
 
ITS DNA 
sequence 
accession 
number in 
DDJB bank 
 
Number of 
OTU at 97% 
represented 
 Diversity indexes 
 Observed 
 
Shannon 
H’ 
Simpson 
D 
Calcareous 
 EAS 49 25 
LC122057 to 
LC122081 
11 
 
2.20 0.09 
MUC 8 5 
LC122082 to 
LC122086 
4 
 
1.33 0.10 
WAN 43 19 
LC122241 to 
LC122259 
8 
 
1.84 0.15 
WNK 8 5 
LC122260 to 
LC122264 
4 
 
1.33 0.10 
Ferralitic 
TIE 62 12 
LC122200 to 
LC122211 
8 
 
2.27 0.06 
PIND 33 16 
LC122116 to 
LC122131 
11 
 
2.45 0.11 
PAND-1 21 13 
LC122087 to 
LC122099 
7 
 
2.35 0.03 
PAND-2 48 16 
LC122100 to 
LC122115 
13 
 
1.77 0.17 
Volcano 
sedimentary 
 
POUM 
MB 
77 41 
LC122132 to 
LC122172 
18 
 
1.35 0.24 
POUM 
SI 
46 12 
LC122173 to 
LC122184 
5 
 
2.15 0.11 
VERT 55 29 
LC122212 to 
LC122240 
11 
 
1.92 0.11 
SERP 38 15 
LC122185 to 
LC122199 
8 
 
1.94 0.09 
 
Global 
sampling 
488 208  76 
 
2.15 0.11 
 
Abbreviations: ITS: internal transcribed spacer; OTU: operational taxonomic unit; DDJB: DNA Data Bank of 
Japan 
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Molecular methods  
Total DNA was extracted from individual ectomycorrhizal root tips using the DNeasy Plant Mini Kit 
(Qiagen, Courtabœuf, France) following the protocol described by Jourand et al [11]. A fragment of 
ribosomal DNA of approximately 650 bp of the Internal Transcribed Spacer regions (ITS) was amplified 
using primers ITS1F: 5'-TTTCCGTAGGTGAACCT-3' [20] and ITS4: 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' [21]. The PCR reaction used for this amplification was prepared in 
a total volume of 25 μL containing a 1 μL aliquot of genomic DNA diluted to 1/20, 1 μM of each primer, 
1.5 units of Taq DNA polymerase (Promega, Charbonnières, France), 5 μL of 5X Promega Taq 
polymerase buffer, 2 mM of MgCl2 and 200 μM of dNTP Promega. Amplification was performed with 
a Mastercycler ® thermocycler Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Germany) programmed as follows: 
one cycle of 3 min at 94°C, followed by 35 cycles of 45 s at 94°C, 45 s at 55°C, 1 min at 72°C and a 
final extension of 10 min at 72°C. PCR products were checked by electrophoresis on a 1 % agarose gel 
(Sigma) in 0.5 % TBE buffer with 2 μL ethidium bromide (BET, 10 μg/mL for 100 mL gel). A size 
marker 1,000 pb (Promega) was used to estimate the weight of the different fragments. The DNA bands 
were then visualized by fluorescence under UV light and photographed. Samples with simple and well-
defined bands were then sequenced with primers ITS4 and ITS1F by the Macrogen Company 
(Macrogen, Seoul, Korea) using a genetic analysis based on capillary electrophoresis ABI3730.  
 
Data and statistical analyses 
The molecular data were analysed as follow: the ITS1F and ITS4 sequences were analysed and 
assembled into contigs with the Sequencher ® software (Genes code Corporation, Ann Harbor, 
Michigan, USA). The algorithm ITSx PlutoF Unite was used to remove the parts of 18S and 28S regions 
and keep the highly variable sub-regions [22]. The total DNA sequences were assigned to operational 
taxonomic units (OTU) using a 97 % sequence similarity cut off homology of the ITS sequences, as 
reported in Smith et al [23] by using the software CD-Hit Est® [24]. The fungal phylogenetic lineages 
were assigned using the MassBLASTer algorithm and then identified in reference to the PlutoF Unite 
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fungal database [21] following the fungal nomenclature reported by Tedersoo et al [25]. The level of 
diversity for each site was evaluated by calculation of the observed Shannon H’ and Simpson D indexes 
[26]. In addition, the estimated and asymptotic richness index °D, which counts species equally without 
regarding their relative abundance, Shannon diversity index 1D, which counts species in proportion to 
their abundance, and the Simpson diversity index 2D, which discounts all but the dominant species in 
the assemblage, were calculated using the R package of iNEXT [27]. To test the sampling method, the 
observed and estimated richness sample completeness curves were constructed using the iNEXT online 
software (http://chao.stat.nthu.edu.tw/wordpress/software_download/; [28]. A Chi square independence 
test and dissimilarity Jaccard indices was applied to compare the distribution of ECM lineages between 
soil types. Correlations between the diversity of ECM lineages distribution among soils and their 
edaphic parameters were calculated after transformation of the geochemical characteristics of the soils 
into an Euclidian matrix and the conversion of the lineage repartition and distribution OTUs per sites 
reflecting the diversity of ECM communities into a Bray-Curtis dissimilarity matrix using abundance 
data [29]. A non-parametric Mantel test was then performed in order to check potential correlations 
between the Bray-Curtis and the Euclidian matrices. The ECM distribution including the edaphic 
parameters is represented with a non-metric dimensional scaling (NMDS) analysis. Permanova tests 
were carried out with the ADONIS function included in the Vegan R package to test the influence of 
the edaphic parameters on the ECM distribution. As the statistical analyses based on the Bray Curtis 
matrices generated by the dataset of OTU with and without singletons were very similar, only non-
singleton OTUs were used in the NMDS analyses because the dataset may be influenced by low 
sampling that can yield misleading inferences about composition. All statistical analyses were carried 
out using the packages Vegan 2.0-6, RVAideMemoire 0.9-54 and Inext R, all in R 2.15.1 software [30]. 
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Results  
Soil properties 
The geochemical characteristics per soil category (i.e. calcareous, ferralitic and volcano-sedimentary 
soils) are summarized in Table 2 and the whole data per site are reported in ESM Tables 1A, B and C. 
For pH and most of the element soil contents, the non-parametric test of Kruskal-Wallis showed 
significant differences between soil types (p < 0.05) as reported in Table 2. The results of a principal 
component analysis (PCA) of the soil geochemical characteristics (including total element contents and 
pH) are shown in Figure 2.  
 
 
Figure 2: Principal component analysis of the pH, the C/N ratio and the total element contents in the studied soils. 
Abbreviations: CA: calcareous soils; FE: ferralitic soils; VS: volcano sedimentary soils. 
 
These results confirmed that the selected sites could be distributed into three main groups according to 
the soil geochemical characteristics: sites EAS, MUC, WAN and WNK can be grouped as calcareous 
soils (CA-soils); sites PAND-1, PAND-2, PIND and TIE can be grouped as ferralitic soils (FE-soils) 
and sites POUM SI, POUM MB, SERP and VERT can be grouped as volcano-sedimentary soils (VS-
soils). The results of the statistical analyses (Table 2) indicated that CA-soils were mainly characterized 
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by significantly high levels of major plant nutrients (i.e. C, N and P) and also a high Ca/Mg ratio (3/1), 
while FE- and VS- soils had low contents in C, N and P and presented a strongly unbalanced Ca/Mg 
ratio (1/1.6 in VS-soils to 1/20 in Fe-soils). VS-soils were characterized by significantly high contents 
of Na and Si. Regarding potentially toxic elements, CA-soils were characterized by significantly high 
contents of Al, while VS-soils presented quite low levels of Fe and Mn. Finally, FE-soils differed 
significantly from the two other categories of soils, with very high Fe content, and also high contents in 
potentially toxic heavy metals: Co, Cr, Mn and Ni.  
 
Diversity and richness of ECM fungi communities associated with A. spirorbis 
All the ITS DNA sequences obtained in this study were deposited in the DNA Data Bank of Japan 
(DDJB) from the accession numbers LC122057 to LC122264. Summary data concerning ITS sequences 
repartition in the studied sites are presented in Table 3.  Full data presenting DDJB sequence accession 
numbers, OTU and Blast results with both genus and lineage identifications are available in ESM Table 
2. As reported in Table 3, a total of 488 mycorrhizal root tips were collected from 60 A. spirorbis trees 
distributed throughout twelve selected sites and three soil categories. Successful ITS sequences were 
obtained from 208 ECM root tips and grouped into 76 different identified OTUs (including 41 
singletons) corresponding to fungal lineages identified by Blast (ESM Table 2). Our results indicated 
that the majority of ECM taxa found in association with A. spirorbis belonged to the Basidiomycota 
division (92% of the total number of OTUs). The relative abundance of the 208 sequences according to 
the 76 identified OTUs and their distribution into 15 lineages, as presented in Figure 3, showed that the 
most representative Basidiomycota ECM taxa found belonged to the /tomentella-thelephora (27.6 %), 
/boletus (15.8 %), /sebacina (10.5 %), /russula-lactarius (10.5 %), /pisolithus-scleroderma (7.9 %) 
lineages.  
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Figure 3: Distribution of the OTUs relative abundance (%) according to fungal lineages [25]. 
 
The rarefaction curves in ESM Figure 1 build with observed and estimated sample coverage validates 
the quality of our sampling.  For calcareous and volcano-sedimentary sites the sample coverage reach 
approximately 90 % and 80 % of sample coverage observed, and for the ferralitic sites approximately 
55 %. The estimated sample coverage indicates that by doubling this sampling, the sample coverage for 
calcareous and ferralitic sites change by less than 5 % and for ferralitic sites the sample coverage reaches 
60 %. 
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Relationship between ECM communities and edaphic conditions of soil categories  
The distribution of OTUs into lineages according to the three soil categories yielded contrasted features 
(Figure 4). 
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Figure 4: Distribution of the lineages according the three categories of soils : CA : calcareous ; FE : 
ferralitic ; VS : volcano-sedimentary. 
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 In CA-soils, three Basidiomycota ECM lineages reached 96.2 % of the total number of OTUs identified, 
namely /sebacina (41 %), /tomentella-thelephora (37 %) and /inocybe (18 %). In FE-soils, 11 
Basidiomycota ECM lineages amounted to 92.4% of the OTUs, the most representated ones being 
/botelus (25 %), /pisolithus-scleroderma (17.9 %), /russula-lactarius (12.8 %), /tomentella-thelephora 
(10.2 %) and /cortinarius (7.7 %). In VS-soils, eight Basidiomycota ECM lineages reached 88.1 % of 
the OTUs, mostly represented by /tomentella-thelephora (31 %), /botelus (16.7 %), /pisolithus-
scleroderma (14.3 %) and /russula-lactarius (14.3 %). The distribution of the OTUs relative abundance 
according to both fungal lineages and soil categories is reported in ESM Figure 2. 
The chi-square independence statistical test confirmed that the lineages distribution found in CA-soils 
was significantly different from those found in FE-soils (chi-square = 74.3, df = 28, p value = 4.5e-06 
< 0.05) and in VS-soils (chi-square = 47.2, df = 13, p value = 9.0e-06 < 0.05). However, no significant 
differences were observed in the lineages distribution found in FE-soils and VS-soils (chi-square = 11.2, 
df = 12, p value = 0.5139 > 0.05).  These results are reinforced by the Jaccard indices of dissimilarity 
indicating CA-soils lineages distribution is the more different of the other soils types, with respectively 
values 0.918 and 0.810 for CA-soils compared to FE-soils and VS-soils, and 0.579 for FE-soils 
compared to VS-soils. 
To evaluate the diversity of ECM fungi colonizing A. spirorbis, the observed and estimated richness 
Shannon and Simpson indexes were calculated (Table 4). The results showed that the observed species 
richness °D differed from the asymptotic estimated richness for both FE-soils and VS-soils. The 
observed and estimated Shannon 1D converged to similar values for the ECM distribution found in CA-
soils and VS-soils (averaged variation of 5 % between observed and estimated indexes), while a gap of 
27 % difference could be noticed between observed and estimated indexes in FE-soils. Finally, the 
Simpson 2D for the ECM distribution found in the 3 categories of soils showed close values between 
observed and estimated indexes with only 3.7 % differences in mean. 
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Table 4: Data summary of observed and asymptotic estimated indexes of diversity of the OTUs distribution 
according to the soil category based on “iNext” algorithm R Package as reported by Hsieh et al [27].  
 
Diversity indexes 
Richness 0D Shannon (1D) Simpson (2D) 
Observed Estimated Observed Estimated Observed Estimated 
Soil 
category 
CA 18 22.1 ± 4.8 2.71 2.92 ± 0.12 0.923 0.941 ± 0.012 
FE 33 225.6 ± 155 3.04 4.21 ± 0.45 0.917 0.934 ± 0.024 
VS 36 90.6 ± 37 3.14 3.57 ± 0.19 0.937 0.946 ± 0.011 
Abbreviations: CA, FE and VS correspond to calcareous, ferralitic and volcano-sedimentary soil category, respectively. 
 
A Mantel test between the Bray Curtis matrix of the ECM diversity and the Euclidian matrix of the soil 
properties (i.e. pH, Corg/Norg ratio, total element contents as reported in ESM Table 1A, B and C) 
showed a significant correlation between these two parameters (at p < 0.01) as reported in ESM Table 
3. These positive results allowed to perform a Permanova analysis showing multiple significant 
correlations (p < 0.05) between the edaphic parameters as pH, the elements content in soils (i.e. Ca, P, 
Al and Co) and the ECM OTUs distribution (ESM Table 4). In addition, no significant differences could 
be observed when considering OTUs data with or without singletons (ESM table 4). Consequently, only 
non-singleton OTUs were used in a non-metric dimensional scaling (NMDS) analyse in order for 
avoiding misleading inferences about composition that could have erased from influence on the dataset 
by low sampling. The NMDS results showed that the three soil categories harboured different fungal 
communities although those of ferralitic and volcano-sedimentary soil types shared the most abundant 
lineages, in particular /tomentella/thelephora, and at a lesser extent /boletus /pisolithus/scleroderma and 
/russula/lactarius (Figure 5). By contrast, the calcareous soils predominantly harboured the /sebacina 
and /inocybe lineages as well as /tomentella/thelephora which was the most ubiquitous and abundant 
ECM lineage found in the three soil types (Figure 5). In addition, as reported in ESM Table 4, the 
Permanova results indicated that the variation of the ECM diversity in the study sites was significantly 
explained by major edaphic parameters as pH (31.4 %), soil contents of P (45.5 %), Ca (28.4), Al (29.5 
%) and Co (26.1 %). 
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Figure 5: Two-dimensional NMDS ordination of the OTU distribution (without singletons) as fungal lineage 
patterns according to the sampling sites and the geochemical soil parameters including the pH, the C/N ratio and 
the total element contents. Blue squares represent OTUs grouped into lineages according Tedersoo et al. [25], 
numbers are lineage code. Red stars represent the 12 sites (Table 1) with a specific position in the graph according 
to their fungal lineages. Edaphic parameters are positioned with arrow according to the Permanova calculation, 
and asterisks indicate the level of significant relationship with the lineage distribution (*, p<0.05; **, p < 0.01). 
Ellipses group lineage according soil category i.e. calcareous (CA), ferralitic (FE) and volcano sedimentary (VS). 
Lineages codes: 1 /tomentella-thelephora; 2 /boletus; 3 /pisolithus-scleroderma; 4 /unspecified Boletaceae; 5 
/russula-lactarius; 6 /cortinarius; 7 /inocybe; 8 /amanita; 9 /tricholoma; 10 /unspecified Agaricales; 11 /sebacina; 
12 / clavulina; 13 /peziza; 14 /unspecified Ascomycota; 15 /dothideomycetes incertae sedis.  
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Discussion 
The originality of this study is to bring (i) new data about ectomycorhizal diversity of a legume from 
tropical southern hemisphere and (ii) to focus on one endemic Acacia that colonized a tropical island 
[6] and which is able to grow on a large and contrasted variety of soils.  
 
Ectomycorrhizal status and global diversity of the ECM community associated with A. spirorbis 
Australian phyllodinous acacias have been described for their ability to form symbiotic associations 
with ECM fungi [31]. The present study confirms the ECM status of A. spirorbis that belongs to the 
phyllodinous acacias [6] and it reports the existence of 76 fungal OTUs grouped into 15 ectomycorrhizal 
lineages. With more than 72 % of the OTUs found in association with this legume, the dominant ECM 
lineages belong to Basidiomycota and are /tomentella-thelephora, /boletus, /sebacina, /russula-lactarius 
and /pisolithus-scleroderma. Compared to other previous studies about the diversity of ECM fungi 
associated with native or introduced plant species [32, 33, 23], the results of the present study indicate 
that the diversity of ECM fungi associated with A. spirorbis in New Caledonia is similar to the native 
range of ECM from other plant species. Indeed Smith et al [32] listed 161 ectomycorrhizal species 
associated with native Quercus douglasii in California.  Ducousso et al [33] reported 38 ectomycorrhizal 
species associated with the introduced Eucalyptus robusta in Madagascar. The recent study by by  Smith 
et al [23] on the ectomycorrhizal community of Pakaraimaea dipterocarpacea and Dicymbe jenmanii 
in neo-tropical forest of Guyana listed 52 OTUs distributed into 11 ectomycorrhizal groups based on 
255 sequences analysed. Considering the lack of data about the diversity of ECM communities 
associated with acacias, this study brings then original data about A. spirorbis to form symbiotic 
associations particularly with a large spectrum of ECM fungi on different edaphic constraints 
associations.  
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Diversity of the ectomycorrhizal communities as a function of the soil category 
Regarding the ECM diversity and the lineages richness associated with A. spirorbis, our results indicate 
that Basidiomycota are dominant whatever the type of soil. Concerning the diversity of the ECM 
communities associated with A. spirorbis as a function of the soil category our data showed that there 
is no significant difference between the ECM communities from ferralitic (FE-) and volcano-
sedimentary (VS-) soils. The main common lineages for these both type of soil are: /botelus, /tomentella-
thelephora, /pisolithus-scleroderma and /russula-lactarius. These results are in agreement with previous 
results reported by Moser et al [12] that showed no significant difference between the ECM communities 
associated with Quercus spp. grown on serpentinic (ferralitic) and non-serpentinic soils. Moreover, our 
results (i.e. 12 lineages in FE-soils compared to 10 lineages in VS-soils) confirm that, despite their large 
contents in potentially toxic metals, low contents in nutrients (N, P, K) and strongly unbalanced Ca/Mg 
ratio, FE-soils do not limit the diversity of the ectomycorrhizal community associated with A. spirorbis. 
Such a conclusion is in agreement with the results already reported for serpentinic (ferralitic) soils by 
[13, 14]. These results are in agreement with those from previous studies focused on the ectomycorrhizal 
status and ECM fungal species richness associated with other dominant ECM plants in New Caledonia 
such as Melaleuca spp., Nothofagus spp., Tristaniopsis spp. and Sannantha spp [34, 11, 9, 35]. 
Moreover, when A. spirorbis grow in association with Melaleuca spp. or Tristaniopsis spp., it shares 
the same ECM lineages such as /tomentella-thelephora, /russula-lactarius and /pisolithus-scleroderma 
[34, 11, 9, 35]. Regarding the presence of /cortinarius lineage only found in FE-soils, this result is in 
agreement with the recurring occurrence of Cortinariaceae as ectomycorrhizal fungi reported for plants 
such as Tristaniopsis spp. and Nothofagus spp. only growing on soils developed upon ultramafic rocks 
that are equivalent to our Fe-soils [34, 35].   
On the opposite, the diversity of ECM communities associated with A. spirorbis on CA-soils is very 
low and significantly different from those found on FE- and VS-soils; this poverty may be linked to 
high soil fertility [e.g. 36, 37]. Notwithstanding, it is important to consider that CA-soils were sampled 
in one of the Loyalty Islands (i.e. Lifou) that emerged during the Miocene, while the soils of the main 
island developed on bedrocks aged of 35 MA [1] . So the low ECM fungal diversity associated with A. 
spirorbis on CA-soils may result as a weak fungal colonisation of these soils due to the island isolation. 
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This would be in agreement with the island biogeographical theory regarding dynamics of fungi species: 
the fungal island colonisation is mainly driven by spore dispersion but plant host colonisation is limited 
by distance and so impacts the ECM richness [38].  On such isolated CA-soils, the results showed also 
the dominance of Basidiomycota as observed in UF and VS-soils but only 4 lineages were found in 
association with A. spirorbis dominated by /thelephora-tomentella and /sebacina lineages. The presence 
of /thelephora-tomentella lineages in these CA-soils is in agreement with the results of previous studies 
that reported the occurrence of Tomentella species as ECM symbionts for plants growing on coral reef 
island [39]. Moreover and not surprisingly the /thelephora-tomentella lineage is dominant: such lineage 
is known to host ubiquitous taxa [e.g. 40] that are common and dominant ECM fungi, colonizing a large 
spectrum of diverse environments, especially in primary successional habitats [41, 42].  
Altogether, our results about the diversity of the ECM communities associated with A. spirorbis in the 
3 studied soil categories indicated that this legume has the capacity to develop symbiotic associations 
with ECM fungi regardless of the in situ fungal community. 
 
Ectomycorrhizal diversity in relation with edaphic parameters  
The diversity of the ECM communities associated with A. spirorbis showed significant correlations with 
some major edaphic parameters for each of the three soil categories (Figure 4).  
First, the distribution of the ECM diversity between site is correlated with soil pH, the highest diversity 
being found in the most acidic soils (i.e. pH = 5.7 ± 1.1 for VS-soils and pH = 6.1 ± 0.5 for FE-soils 
compared to pH = 7.6 ± 0.8 for CA-soils). This result is in agreement with previous results of a larger 
scale study on the description of forest fungal diversity, which showed a negative correlation between 
the fungal richness and the number of OTUs for most fungal taxonomic groups and the increase in soil 
pH [43]. Second, in our study the diversity of the ECM communities was found to negatively correlate 
with the Ca and P contents of the selected soils, with a larger diversity of the ECM communities in the 
soils with the lowest Ca and P contents (i.e. VS-soils and FE-soils). Such a negative correlation between 
the P contents of the soil and the ECM diversity might be explained by the fact that the limitation of 
phosphorous in soils is known to promote the growth of ECM fungi since major role of ECM fungi is 
to provide P to their host plants [44, 45]. Similarly, the negative correlation between the Ca contents of 
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the soil and the ECM diversity might be explained by the fact that a low Ca content in soil is known to 
enhance the occurrence and diversity of ECM fungi [46, 47], mechanisms supporting these enhancement 
are still unknown.  Altogether, our results are in agreement with the recent hypothesis that major edaphic 
parameters such as Ca, P and pH play a key role in structuring the soil fungal diversity at the global 
scale [17]. Moreover, our results also show some significant correlations between the diversity of the 
ECM communities and the contents in potentially toxic elements in the soils, as already reported by De 
Beeck et al [48]. Indeed, in FE-soils, the diversity of the ECM community is positively correlated with 
the Co content, while in CA-soil it is negatively correlated with the Al content. Such correlations 
between (i) edaphic parameters and (ii) the ECM communities associated with A. spirorbis suggest that 
ECM fungi might play a significant role in the adaptation of the plant to the various soils as already 
demonstrated when the ECM fungus P. albus was inoculated on A. spirorbis grown on an artificial 
substrate similar to Fe-soils [9]. First, ECM communities associated with A. spirorbis may enhance Ca 
and P plant host nutrition. Secondly, these ECM may also decrease the metal toxicity effects (Al and 
Co) on plant growth.  
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ESM Table 1: Geochemical characteristics of the bulk soils. All data are means ± stdv of the element contents 
measured in soil samples (n=3) where ECM and roots of Acacia spirorbis were sampled.  
 
A: Calcareous soils (CA-soils). 
 
Site EAS MUC WAN WNK 
Geochemical characteristics 
pH 7.7  ± 0.2 6.8 ± 0.1 7.7 ± 0.1 7.0 ± 0.1 
Total element soil contents  
C mg/kg 9,550 ± 919 7,750 ± 777 6,166 ± 1,985 10,500 ± 3,959 
N mg/kg 13,945 ± 1,746 4,885 ± 2,679 2,660 ± 677 4,575 ± 1,675 
P mg/kg 6,727 ± 923 6,087 ± 1,033 7,431 ± 2,050 8,284 ± 2,129 
K mg/kg 226 ± 80 361 ± 68 210 ± 50 409 ± 34 
Ca mg/kg 113,675 ± 42,376 8,660 ± 4,454 84,693 ± 44,170 12,610 ± 2,729 
Mg mg/kg 2,509 ± 89 3,090 ± 470 36,313 ± 19,238 2,449 ± 490 
Al mg/kg 60,735 ± 4,405 194,930 ± 24,395 169,896 ± 42,201 197,125 ± 11,561 
Fe mg/kg 52,605 ± 5,098 165,375 ± 18,999 115,536 ± 28,124 157,135 ± 10,359 
Co mg/kg 6.5 ± 2 59 ± 7 54 ± 10 63.5 ± 3 
Cr mg/kg 532 ± 56 872 ± 119 570 ± 112 561 ± 31 
Mn mg/kg 1,693 ± 61 3,459 ± 118 3,120 ± 831 5,562 ± 83 
Ni mg/kg 26 ± 12 58 ± 2.5 59 ± 24 39 ± 4 
Si mg/kg 4,060 ± 424 12,915 ± 1,675 2,470 ± 1,316 32,565 ± 1,746 
!
B: Ferralitic soils (Fe-soils). 
 
Site TIE PIND PAND-1 PAND-2 
Geochemical characteristics 
pH 5.3 ± 0.2 6.8 ± 0.3 6.4 ± 0.1 5.9 ± 0.1 
Total element soil contents 
C mg/kg 750 ± 495 4,900 ± 268 3,150 ± 495 800 ± 141 
N mg/kg 320 ± 127 2,175 ± 742 1,170 ± 028 380 ± 56 
P mg/kg 126 ± 2 140 ± 25 33.5 ± 2 53.5 ± 7 
K mg/kg 70 ± 5 1,151 ± 191 73 ± 11 149 ± 82 
Ca mg/kg 435 ± 27 4,635 ± 1,605 1,380 ± 438 150 ± 28 
Mg mg/kg 1,638 ± 559 9,099 ± 1,989 39,370 ± 20,103 14,297± 6,477 
Al mg/kg 44,035 ± 5,329 634 ± 167 17,860 ± 3,733 13,805 ± 4,193 
Fe mg/kg 523,555 ± 17,656 52,405 ± 3,005 289,175  ± 54,171 327,680  ± 112,981 
Co mg/kg 659 ± 187 261740 ± 16206 594 ± 54 797 ± 57 
Cr mg/kg 12,550 ± 2,066 517 ± 154 24,865 ± 6,047 31,598 ± 12,230 
Mn mg/kg 10,911 ± 2,170 19,965 ± 957 5,772 ± 1,324 4,782 ± 321 
Ni mg/kg 2,333 ± 487 4,452 ± 525 8,229 ± 215 3,970 ± 972 
Si mg/kg 14,480 ± 5,176 7,756 ± 3,643 126,140 ± 40,686 110,525 ± 70,788 
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C: Volcano-sedimentary soils (VS-soils). 
 
Site  POUM MB POUM SI VERT SERP 
Geochemical characteristics 
pH 6.5 ± 0.1 7.7 ± 0.3 5.8 ± 0.1 6.5 ± 0.1 
Total element soil contents  
C mg/kg 2,066 ± 101 2,125 ± 214 4,550 ± 33 3,300 ± 442 
N mg/kg 1,026 ± 276 330 ± 16  1,695 ± 11 1,426 ± 152 
P mg/kg 101 ± 19 25 ± 15 162 ± 48 431 ± 160 
K mg/kg 6,104 ± 241 25 ± 19 236 ± 97 4,930 ± 206 
Ca mg/kg 1,020 ± 53 207 ± 71 6,095 ± 403 46,780 ± 10,283 
Mg mg/kg 44,445 ± 4,357 84 ± 23 8,170 ± 703 34,791 ± 5,732 
Al mg/kg 67,286 ± 11,470 225 ± 75 76,800 ± 3,167 81,020 ± 2,958 
Fe mg/kg 61,920 ± 2,413 85 ± 8 89,865 ± 2,015 62,980 ±1,666 
Co mg/kg 98 ± 13 0.0 ± 0.0 47 ± 3 51 ± 3 
Cr mg/kg 1,508 ± 142 133 ± 84 343 ± 5 359 ± 63 
Mn mg/kg 818 ± 114 3 ± 1 1,008 ± 107 1,177 ± 151 
Ni mg/kg 1,792 ± 129 23 ± 18 48 ± 2 241 ± 73 
Si mg/kg 265,167 ± 17,347 435,792 ± 11,872 226,270 ± 749 209,353 ± 7,707 
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ESM Table 2: Récapitulatif de l’ensemble des donnés moléculaires, notamment les numéros d’accession, les codes des 
OTU et les résultats de BlastN ainsi que leur affectation à une lignée [25]. 
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ESM Table 3: Results of the Mantel test (100k permutations) for the comparison between the Bray Curtis matrix of the 
OTU diversity with and without the singletons and the Euclidian matrices of the geochemical parameters including the 
total element contents in the studied soils. 
 
Matrix 
Bray Curtis  
Total elements 
Euclidian  with singletons without singletons 
r r = 0.3779 r = 0.3927 
p value p = 0.00494 p = 0.0036 
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ESM Table 4: Results of the Permanova between the Bray Curtis matrix of the OTU diversity with and without the 
singletons and the Euclidian matrices of the geochemical parameters including the total element contents in the studied 
soils. 
PERMANOVA 
Bray Curtis matrix of ECM lineage diversity 
With singletons Without singletons 
Geochemical 
parameters 
p value 
% of total variation 
explained 
p value 
% of total variation 
explained 
pH 0.01127 * 30.1 % 0.01077 * 31.4 % 
C/N ratio 0.321 10.7 % 0.3062 11.1 % 
Ca 0.01078 * 27.4 % 0.01178 * 28.4 % 
Mg 0.863 3.4 % 0.884 2.7 % 
K 0.8533 4.2 % 0.8712 3.8 % 
P 0.00157 ** 43.6 % 0.00169 ** 45.5 % 
Co 0.02734 * 25.8 % 0.02743 * 26.1 % 
Cr 0.06642 19.7 % 0.06923 20.0 % 
Fe 0.06039 20.0 % 0.05785 20.8 % 
Mn 0.1782 13.2 % 0.1612 13.9 % 
Ni 0.06614 19.7 % 0.07041 20.1 % 
Na 0.8694 4.7 % 0.9213 3.6 % 
Al 0.01618 * 28.3 % 0.01568 * 29.5 % 
Si 0.1228 16.1 % 0.1202 16.6 % 
 
*: significant test at p < 0.05; **: significant test at p < 0.01; ND: not determined 
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ESM Figure 1: Sample completeness curves indicate sample coverage function of number of individuals sampled for: a: 
calcareous sites; b: ferralitic sites; c: volcano-sedimentary sites. The observed interpolated sample completeness is 
represented with the full line and the estimated extrapolated sample completeness is represented with the dotted line. The 
grey zone around full and dotted lines represent the 95 % confidence interval. 
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ESM Figure 2: Distribution of the OTUs relative abundance according to fungal lineages and soil categories 
i.e. calcareous , ferralitic  and volcano-sedimentary . 
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Chapitre 2 
La plante nurse Acacia spirorbis permet-t-elle d’améliorer le 
développement d’espèce cible par l’enrichissement du sol en 
microorganismes ? 
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Introduction du Chapitre 2 
Objectif : 
Afin d’évaluer les capacités de différents topsoils provenant du massif du Koniambo à faciliter l’installation 
d’espèces ectomycorhiziennes cibles, un essai en pépinière a été mené avec différents topsoils afin de 
déterminer leurs capacités à améliorer le développement d’espèces cibles et notamment si les champignons 
ectomycorhiziens qu’ils renferment sont compatibles entre l’espèce nurse A. spirorbis et les espèces cibles 
potentielles. Pour cela une étude de la diversité utilisant une technique de séquençage massif Illumina MiSeq 
est mené, afin d’estimer au mieux possible la diversité initialement présente et celle qui se met en place. 
Principaux résultats :  
Les résultats de ce chapitre font l’objet d’un projet d’article en préparation. 
Dans ce travail, nous mettons en évidence la capacité de topsoils à améliorer l’installation de plantes 
ectomycorhiziennes comparé à un stérile minier, et surtout le potentiel d’A. spirorbis à créer du topsoil à fort 
potentiel symbiotique, et notamment riches en champignons ectomycorhiziens. Lorsque A. spirorbis se 
développe un certain temps sur un sol (entre 5 et 15 ans), il va agir comme un catalyseur et ainsi recréer un 
écosystème microbiologique dans le sol grâce à ses racines. Ainsi enrichis en ectomycorhizes, ce sol devient 
un excellent substrat pour améliorer la mise en place d’espèces de restauration écologiques. Ces améliorations 
se traduisent par : un meilleur développement des plants et à un enrichissement des communautés 
ectomycorhiziennes associées aux racines. Les racines des jeunes semis ont pu facilement se faire inoculer par 
les ectomycorhizes présente dans le sol, qui a lui-même été préalablement enrichit par A. spirorbis. Ces 
améliorations sont également visibles avec un topsoil prélevé sous T. guillainii, un sol qui n’a jamais été 
impacté par l’activité minière comparé à celui issus des plantations d’A. spirorbis, et pourtant l’effet est mais 
nettement inférieur. Il ressort également de cette étude que les Thelephoraceae sont une fois de plus dominant, 
ils constituent les fondations de la diversité ectomycorhizienne qui se met en place sur les racines des plants 
cibles. 
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Conséquences pour l’itinéraire technique : 
Ces résultats nous permettent d’envisager l’utilisation d’A. spirorbis en restauration écologique des sites 
miniers dégradé. En effet, à ce stade, nous proposons l’utilisation d’A. spirorbis comme plante outil pour 
recréer un topsoil riche en champignons ectomycorhiziens diversifiés, compatibles avec les espèces cibles et 
des conditions environnementales favorables à l’implantation des espèces cibles de la restauration écologique. 
La prochaine étape consiste à réaliser des essais sur le terrain, pour valider les différentes étapes de cet itinéraire 
et de mettre en place des indicateurs de suivi de la réussite du processus de restauration écologique.  
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Article 2: Caractérisation des potentiels ectomycorhiziens des sols et des topsoils pour la restauration 
écologique d’un site dégradé assisté par le système plante nurse/plantes cibles 
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Résumé 
La restauration écologique des sites dégradés nécessite des solutions innovantes, notamment en Nouvelle-
Calédonie un hot spot de biodiversité où des contraintes édaphiques fortes ont conduit à l’échec de beaucoup 
d’essais de revégétalisation. Ainsi des itinéraires techniques fondés sur la facilitation entre plantes utilisant le 
système plante nurse/plantes cibles sont testés avec l’utilisation des topsoils. Pour maitriser ces itinéraires, 
nous avons caractérisés par séquençage Illumina la diversité des champignons ectomycorhiziens présents dans 
un écosystème de référence et dans des plantations de l’espèce nurse puis la capacité de leur topsoils à 
permettre la formation d’ectomycorhizes avec des espèces pièges. Dans l’écosystème de référence dominé par 
Tristaniopsis guilainii, 184 OTUs réparties en 16 lignées ont été observés et 100 OTUs réparties en 12 lignées 
dans les plantations de l’espèce nurse, Acacia spirorbis ; 42 OTUs sont communes à ces deux espèces. Le 
potentiel ectomycorhizogène des topsoils prélevés sous T. guilainii (TG), A. spirorbis (AS) dans un maquis 
ligno-herbacé (LH), un maquis para-forestier (PF) et un stérile minier (SM) ont été révélé avec A. spirorbis et 
Eucalyptus terreticornis. Après 14 mois, le nombre d’OTUs observés dans les topsoils LH, PF et SM est 
compris entre 17 et 32 ; entre 40 et 66 dans les topsoils TG et entre 70 et 72 dans les topsoils AS. Les topsoils 
créés par A. spirorbis permettent l’établissement d’une communauté ectomycorhizienne significativement plus 
riche que les autres topsoils et potentiellement compatible avec des myrtaceae endémiques du maquis minier 
calédonien comme Tristaniopsis spp. 
 
Mots clés : Ectomycorhizes ; Topsoils ; Restauration écologique ; Facilitation ; ITS fongiques ; Illumina 
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Introduction 
Si la revégétalisation des milieux extrêmes reste encore très difficile, la restauration écologique de ces milieux 
tel que défini par la Society for Ecological Restoration : « une action intentionnelle qui initie ou accélère 
l'autoréparation d'un écosystème dégradé, endommagé ou détruit, en respectant sa santé, son intégrité et sa 
gestion durable » (SER, 2004) n’est encore aujourd’hui qu’une perspective. Afin de développer des itinéraires 
techniques pour la restauration écologique des maquis miniers néo-calédoniens après exploitation, des 
recherches en partenariat avec les services « environnement » des sociétés minières ont été développés. Dans 
ce cadre, l’accent a rapidement été mis sur l’utilisation des sols de surface en interaction avec les systèmes 
racinaires des plantes, ou topsoil et sur l’identification des plantes pionnières pour permettre la revégétalisation 
primaire des sites dégradés par les activités minières.  
Dans une étude précédente, Bordez et al. (2016) ont décrit la diversité des topsoils du massif du Koniambo. 
Ces auteurs ont montrés que les compositions des cortèges microbiens étaient différentes en fonction 
notamment de la végétation d’origine avant l’extraction du topsoil. Ensuite, parmi les espèces pionnières 
identifiées, une espèce couramment utilisée en restauration écologique en Nouvelle-Calédonie, Acacia 
spirorbis ssp. spirorbis Labill. a retenu notre attention pour ses capacités à croitre en plantation de 
revégétalisation dans les stériles miniers (L’Huillier et al., 2010). Par ailleurs, cette espèce a la capacité de se 
développer sur une grande variété de sol dont les sols ferralitiques (Houlès et al., 2017). 
Sur le massif du Koniambo, les zones d’extraction du minerai de nickel sont majoritairement et naturellement 
recouvertes de maquis arbustifs dominés par des espèces du genre Tristaniopsis associées à une large diversité 
d’espèces endémiques pour la plupart (Perrier et al., 2006). Les plantations en plain des espèces de ce genre et 
des espèces endémiques maitrisées en pépinière ont systématiquement conduit à l’échec des plantations. 
Plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer ces échecs, notamment celle d’une croissance initiale 
beaucoup trop lente pour juguler l’érosion et accéder à des ressources en eau suffisantes pour passer les caps 
des périodes de sécheresse. 
Ce constat nous a conduit à proposer un itinéraire technique pour la restauration écologique de ces maquis 
fondés sur la facilitation entre espèces. La facilitation entre plantes a été décrite comme une situation où la 
!! ""'!
présence d’une espèce améliore l’installation, la vie ou la survie d’une ou d’autres espèces sans causer de 
dommages à aucunes des espèces. La facilitation est d’autant plus importante que l’écosystème présente des 
contraintes environnementales fortes. Ainsi, sur les stériles miniers à revégétaliser qui présentent des 
contraintes édaphiques extrêmes, on peut raisonnablement faire l’hypothèse que la facilitation aura une place 
importante dans les rapports entre espèces végétales. A ce stade, nous proposons donc d’initier la restauration 
écologique par la mise en place d’un système plant nurse/plantes cibles où l’installation de la plante nurse 
facilitera l’établissement des plantes cibles de la restauration. Il est à noter que dans ce système, la plante nurse 
mise en place initialement n’a pas vocation à subsister dans l’écosystème restauré.  
Nous connaissons également l’importance des microorganismes symbiotiques, notamment des ectomycorhizes 
pour la survie et de développement des plantes dans ces milieux extrêmes. Ainsi, le rôle de Pisolithus albus 
(Cooke & Massee) Priest dans la croissance d’Eucalyptus globulus Labill. et d’A. spirorbis a été montré 
expérimentalement (Jourand et al., 2014). Afin d’optimiser les conditions de plantation de l’espèce nurse, A. 
spirorbis, dans un premier temps, nous avons cherché à caractériser la capacité de différents topsoils et substrat 
à permettre l’établissement d’ectomycorhizes diversifiées et la croissance de deux espèces de plantes pièges. 
Pour cela, 4 types de topsoils et un stérile minier récoltés sur le massif du Koniambo ont été placés en pépinière 
dans des terrines et semés avec E. terreticornis Sm ou A. spirorbis. Après une phase de croissance de 14 mois 
où la croissance en hauteur des semis est mesurée régulièrement, les plants ont été dépotés afin de mesurer les 
biomasses racinaires et aériennes produites dans ces différents traitements et également de caractériser la 
diversité des champignons ectomycorhiziens présents dans les systèmes racinaires de ces deux espèces. 
 
Matériels et méthodes 
Prélèvements des topsoils, du stérile minier utilisés et mis en culture des plants    
Les sols étudiés provenaient tous du massif du Koniambo, situé en Province Nord de la Nouvelle-Calédonie 
et exploité pour sa richesse en minerai de nickel.  
Des topsoils provenant de : - 3 formations naturelles dominées par Tristaniopsis guillainii Viell. Ex Brongn. 
& Gris : TG1, TG2 et TG3 (Table 1) ; - 3 plantations d’A. spirorbis âgées de 10 à 20 ans, ces plantations 
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avaient été mises en place sur stérile minier, dans le cadre d’opération de revégétalisation du maquis décapé 
par l’activité minière : AS1, AS2 et AS3 (Table 1) ; - 2 verses de stockage de topsoils, une rassemblant un 
mélange de topsoils issus de maquis para-forestier riche en débris végétaux et matière organique (PF), l’autre 
rassemblant un mélange de topsoils issus de maquis ligno-herbacé moyennement riche en débris organiques 
(LH). Enfin, nous avons aussi testé un stérile minier composés de sols grattés sous les couches de topsoil qui 
en conséquent sont pauvres en matières organique et en microorganismes (SM). Soit un total de 9 substrats 
différents.  
 
Table 1 : Description et localisation des sites. 
 
Classe de sols Description du site et du sol Site Localisation 
Sols à A. spirorbis 
(AS) 
Sols prélevés au pied d’A. spirorbis 
provenant de plantations réalisé sur 
d’anciens maquis ligno-herbacé impactés 
par l’activité minière 
AS1 
21° 00' 41,72" S ; 
164° 50' 16,72" E 
AS2 
21° 00' 20,88" S ; 
164° 50' 18,42" E 
AS3 
21° 00' 37,13" S ; 
164° 49' 44,36" E 
Sols à T. guillainii 
(TG) 
Sols prélevés au pied de T. guillainii en 
maquis arbustifs naturels non impactés par 
l’activité minière 
TG1 
20° 59' 52,11" S ; 
164° 47' 26,89" E 
TG2 
21° 00' 20,54" S ; 
164° 50' 18,45" E 
TG3 
21° 00' 37,13" S ; 
164° 49' 44,36" E 
Sols de verses 
(SV) 
Sol minier dit « stérile » composés de sols 
grattés sous les couches de topsoils 
SM 
20° 59' 50,97" S ; 
164° 47' 26,84" E 
Topsoils de végétation para-forestière PF 
20° 58' 19,86" S ; 
164° 47' 37,08" E 
Topsoils de végétation ligno-herbacé LH 
20° 59' 18,66" S ; 
164° 49' 02,22" E 
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Pour chaque substrat, 5 prélèvements ont été effectués puis homogénéisés sur place avant d’être conditionnés 
dans des sacs pour être transporté à la pépinière où ils ont été directement mis en terrine de 40 X 60 cm. Des 
semis avec deux espèces ectomycorhiziennes : E. terreticornis une myrtacée et A. spirorbis ont alors été 
réalisés. Trois répétitions ont été faite pour chacune des modalités testées soit 9 (substrats) X 2 (espèces) X 3 
répétions = 54 terrines. Les semis ont bénéficié d’un arrosage régulier sans amendement ni traitement (fertilité 
ou biocides) pendant 14 mois en pépinière. La hauteur des 10 plants d’E. terreticornis et d’A. spirorbis les plus 
grands de chaque terrine est mesurée toute les trois semaines, pendant 14 mois. A l’issue de cette période, la 
totalité des plants de chaque terrine et chaque espèce est récoltée et comptée. Les parties aériennes sont 
séparées des parties racinaires puis mises à sécher 72 h à 60°C afin d’obtenir les masses sèches. Les terrines 
présentant moins de 5 plants au total n’ont pas été prises en compte pour l’étude. 
La corrélation entre la biomasse aérienne et racinaire et également entre la biomasse total par plant et la 
croissance moyenne journalière de la hauteur par plant est évaluée avec un test de Spearman réalisé avec 
l’algorithme « cor.test » du package R « stats ». Des boites à moustaches représentant les biomasses aériennes 
et racinaires et la croissance moyenne journalière de la hauteur des plants en fonction du sol permettent 
d’évaluer l’effet du sol sur le développement des plants. Ces représentations graphiques sont appuyées d’un 
test de Kruskal Wallis réalisés avec l’algorithme « kruskal.test » du package R « stats ».  
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (R Development Core Team, 2011). 
 
Analyse des substrats 
Une analyse géochimique des substrats a été réalisée par le Laboratoire d’analyse des sols, eaux et matériel 
végétal du CIRAD à Montpellier. Afin de définir quels composants géochimiques définissent les sols 
sélectionnés, une Analyse en Composantes Principales (ACP) a été réalisée avec l’algorithme » « dudi.pca du 
package R « ade4 » (Daniel Chessel et Anne-Béatrice Dufour) sur les données moyennes de pH, de 
disponibilité en eau, du ratio C/N, de la matière organique et des éléments totaux.  
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Echantillonnage et analyses des racines ectomycorhizées 
A l’issue des 14 mois de culture à la pépinière de KNS à Voh (Nouvelle-Calédonie), des racines 
ectomycorhizées sont prélevées en 10 point différents du chevelu racinaire formé par l’ensemble des plants 
dans chaque terrine.  Ces racines sont placées, le temps du transport, dans une solution à 2 % de 
cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB), de 100 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 1,4 M NaCl et 20 mM d’EDTA,  
puis elles sont conservées à -20°C jusqu’à l’isolement des ectomycorhizes. La totalité des ectomycorhizes est 
isolé du reste du chevelu racinaire à la loupe binoculaire et à nouveau lavée à l’eau milliQ pour les débarrasser 
d’éventuelles traces de sol et du CTAB en vue de l’analyse moléculaire. 
 
Analyse moléculaire de la diversité des champignons ectomycorhiziens 
L’ADN total des ectomycorhizes prélevé dans 52 terrines (2 substrats n’ont pas permis la croissance d’E. 
terreticornis) a été extrait avec le kit d’extraction DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Courtabœuf, France) suivant 
le protocole décrit par (Jourand et al., 2010). Le séquençage des ITS2 fongiques a ensuite été réalisé par une 
technique de séquençage massif, IlluminaSeq afin d’optimiser la diversité des séquences observées. Ce 
séquençage a été sous-traité à  l’Unité AGAP du Cirad à Montpellier. Ainsi, une première PCR va permettre 
d’amplifier un fragment d’ADN correspondant à la région ITS2 comprenant  une partie des régions  5,8S et 
28S de l’opéron ribosomique, fragment qui sera  ensuite amplifiée avec les amorces fITS7_Plage (5'-
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT|GTGARTCATCGAATCTTTG-3') et ITS4_Plage (5'-
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT|TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Ihrmark et al., 2012). 
La partie 5’ de ces amorces correspond à la séquence complémentaire des fragments présents à la surface du 
flowcell et permettent de fixer de façon covalente la région à séquencer.  La réaction de PCR utilisée pour cette 
amplification est préparée avec 1 µL d’ADN dilué au 1/20ème, 10 µM de chaque amorce, 25 µL de MasterMix 
Phusion GC buffer et compléter avec de l’eau milliQ ultra pure à raison d’un volume qsp de 50 µL. 
L’amplification suit ensuite le programme suivant : un cycle de dénaturation d’initiale de 30 secondes à 98°C, 
27 cycles d’élongation de 10 secondes à 98°C, 30 secondes à 60°C et 45 secondes à 72°C, puis d’un cycle 
d’extension finale de 7 minutes à 72°C. Les produits PCR ainsi obtenus sont purifiés avec des billes 
!! "#,!
magnétiques CleanPCR (MagBio Genomics, Inc.) et repris dans 30 µL avec un ratio de 0,7 X pour les 
fragments supérieurs à 300 pb ou de 0,8 X pour les fragments entre 200 et 300 pb. Ils sont ensuite normalisés 
de façon à obtenir une solution finale à 5 ng/µL. La seconde PCR d’enrichissement et d’indexage est réalisée 
avec :  1 µL dilué au 1/10ième du produit PCR purifié et normalisé, soit 0,5 ng, 1 µL d’amorce InPE 1.0 
(5'AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 3’) à 25 
µM, 1 µl d’amorce InPE 2.0 (5’ GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 3’) à 0,5 µM, 1 µl 
d’amorce InPE/WoLB #XX (ESM Table 2) à 25 µM (amorces d’indexage), 21 µL d’eau milliQ ultra pure et 
25 µL de Phusion PCR master Mix GC buffer. L’amplification suit ensuite le programme suivant : un cycle 
de dénaturation d’initiale de 30 secondes à 98°C, 18 cycles d’élongation de 10 secondes à 98°C, 30 secondes 
à 65°C et 45 secondes à 72°C, puis d’un cycle d’extension finale de 5 minutes à 72°C. Les produits de la PCR 
d’indexage sont utilisés pour la construction des librairies à 12 pM final  suivant le protocole Denature and 
Dilute Libraries Guide de MiSeqSystem (part 15039740  vol01, January 2016) et normalisés suivant le 
Protocole A : Standard Normalization Method. Enfin les libraries d’ADN sont séquencées en 2 x 250 pb sur 
un séquenceur Illumina MiSeq suivant le protocole MiSeq System User Guide de MiSeqSystem  (part 
15027617). 
 
Analyse des données de séquençage massif, IlluminaSeq  
Les données ont été analysées comme décrit par F. Mahé  sur le « Fred's metabarcoding pipeline ». La première 
étape consiste à réaliser des contigs avec les séquences obtenues avec le logiciel Paired-End reAd mergeR 
(PEAR) (Exelixis Lab), suivi d’une étape de demultiplexing visant à séparer les séquences et à les réassocier 
à l’échantillon d’origine grâce aux adaptateurs utilisés pour les reconnaitre, puis les régions correspondantes 
aux amorces et aux TAG sont enlevées avec le logiciel Cutadapt© (Martin, 2010). L’étape suivante a permis 
de regrouper les séquences identiques avec les micro-variants qui correspondent au bruit de fond et ainsi 
obtenir des Unités Taxonomiques Operationelles (OTUs) ; cette étape est réalisée avec l’algorithme « Swarm » 
qui utilise une méthode de haute précision basée sur une différenciation par couche utilisant un seuil localisé 
au nucléotide près (d=1). La dernière étape va consister à éliminer les séquences qui ont été générée 
artificiellement au cours des PCR, que l’on appelle « chimères », cette étape est réalisée avec VSEARCH. 
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Enfin parmi les OTUs propres ainsi obtenues, les singletons (OTU représentées par une seule séquence) sont 
éliminés et les OTUs restantes sont assignées avec l’algorithme MassBlaster de PlutoF à une espèce existante 
avec un seuil de similarité permettant de ne garder que les espèces fongiques grâce à la base de données Unite 
(Abarenkov et al., 2010). Les OTUs identifiées sont ensuite regroupé selon les lineages identifiés comme 
ectomycorhiziens (Tedersoo et al., 2010 ; Henry et al. 2016). 
 
Analyse de la diversité fungique en fonction de la composition des sols et de la plante piège 
La qualité et la suffisance de l’échantillonnage sont évaluées avec les indices de diversité observés et estimés 
jusqu’à l’asymptote de : la richesse spécifique °D qui permet de compter les taxons sans prendre en compte 
leur abondance relative, l’indice de diversité de Shannon 1D qui comptabilise les taxons en proportion de leur 
abondance et de l’indice de diversité de Simpson 2D qui mesure la probabilité que deux individus sélectionnés 
au hasard appartiennent à la même espèce. Ces indices sont calculés avec les algorithmes « ChaoRichness », 
« ChaoShannon » et « ChaoSimpson » du package R « Inext » (Hsieh et al., 2016). Des représentations 
graphiques montrent la répartition des lineages fongiques identifiés sur la totalité de l’échantillonnage sous 
forme de camemberts, ainsi que le statut mycorhizien des champignons et la composition des lineages selon 
l’espèce hôte et le sol sous formes d’histogrammes en barres cumulées. 
L’influence des composants des sols sur la diversité est évaluée avec un test de Mantel basé sur la corrélation 
de Pearson avec l’algorithme « vegdist » du package R « vegan » (Jari Oksanen) (Chao et al., 2005). 
Des tests Chi2 d’indépendance réalisés avec l’algorithme « chisq.test » du package R « stats » permettent de 
comparer deux à deux les communautés des lineages ectomycorhiziens des sols sélectionnés pour les arbres 
originaires des sites sélectionnés et pour les plants développés sur ces mêmes sols. Des Chi2 sont également 
réalisés pour comparer les communautés ectomycorhiziennes des arbres en milieu naturel avec celles obtenus 
sur les plants développés sur un même sol. Une troisième série de Chi2 est réalisé pour comparer les 
communautés ectomycorhiziennes entre les plants d’E. terreticornis et d’A. spirorbis développés en pépinière 
sur les sols sélectionnés. Ces calculs sont appuyés de diagrammes de Venn réalisés avec Venny 2.1 afin de 
mettre en évidence les OTUs partagés entre les traitements comparés.  
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Une analyse Non-metric Multidimensional Scaling (NMDS) va permettre de représenter sur deux dimensions 
la répartition des lineages ectomycorhiziens en fonction des sols et de leurs composants géochimiques. Cette 
analyse a été réalisée avec l’algorithme « metaMDS » du package R « vegan » (Jari Oksanen). 
Enfin, l’influence individuelle des composants géochimiques des sols sur la diversité ectomycorhizienne est 
évaluée avec une analyse de la variance par permutation (Permanova) entre la matrice Bray-Curtis de la 
diversité ectomycorhizienne des OTUs et les matrices Euclidiennes des paramètres géochimiques des sols. 
Cette analyse a été réalisée avec l’algorithme « perm.anova » du package R « RVAideMemoire » (Maxime 
Hervé). 
 
Résultats 
Principales caractéristiques des substrats utilisés  
Le détail des analyses géochimiques est présenté dans ESM Table 1. Les substrats les plus riches en matières 
organiques sont les topsoils prélevés sous T. guillainii  (TG) avec des teneurs variables de 2 à 3,4 %. Pour les 
autres substrats (AS, PF, LH) sauf le stérile minier, les teneurs en matières organiques sont variables de 1 à 2 
%. Le stérile minier (SM) présentent une teneur en matière organique inférieure à 1 %. Concernant le carbone 
organique, les teneurs varient de la même façon avec respectivement des teneurs entre 1,32 % et 1,96 % pour 
les TG ; entre 0,7 et 1,13 % pour AS, PF et LH. Pour SM la teneur est de seulement 0,52 %. Pour l’azote total 
encore un constat similaire, les sols TG présentent tous des teneurs entre 0,6 et 0,9 %, les autres sols sont entre 
0,3 et 0,54 %. Le stérile minier a la teneur la plus faible avec 0,22 %.  Les topsoils de verse (PF et LH) ont les 
plus hautes valeurs de disponibilité en eau avec des pF3 proches de 29. Concernant la calcimétrie et le pH, SM 
se distingue des autres avec un pH(KCl) de 6,9 le plus élevé et TG2 par la valeur la plus faible à 4,7, pour les 
autres sols les teneurs sont proches de 6. Concernant le pH, les topsoils AS ont des pH entre 5,4 (AS3) et 5,7 
(AS2), les topsoils TG entre 5,4 (TG2) et 5,9 (TG1). Pour les topsoils de verse, PF et LH, le pH est de 6. Il est 
de 7 pour SM.  
La Figure 1 présente l’ACP regroupant les principales données géochimiques avec les sols évalués. Il apparait 
de cette analyse que les 3 sols à A. spirorbis AS1, AS2 et AS3  sont relativement proches en terme de 
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composition géochimiques, mais ne sont pas définit par un élément en particulier, à part une légère corrélation 
avec l’azote et le carbone total. A la différence des sols à T. guillainii (TG) qui sont nettement plus dispersés 
de par leur composition géochimique. En effet TG1 apparait comme un sol riche en carbone total, tandis que 
c’est l’azote qui définit TG3 et pour TG 2 le phosphore, le carbone organique, la matière organique et le fer. 
Pour les sols de verses, ils sont également très dispersés sur l’ACP,  PF apparait corrélé au carbone total, ainsi 
que légèrement au nickel et au pH(KCl), LH est aussi lié au carbone total et légèrement à la silice, au cobalt et 
au manganèse, tandis que SM est plutôt corrélé au pH, au magnésium, au sodium et au potassium. 
 
Figure 1 : Contribution des différentes variables mesurées à l’élaboration des axes 1 et 2 pour l’Analyse en Composantes 
Principales : pH, disponibilité en eau, ratio C/N éléments totaux des 3 classes de substrat : SAS : topsoils à A. spirorbis ; 
STG : topsoils à T. guillainii ; SV : substrats de verses. 
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Croissance et biomasses des plants en fonction des substrats  
Les semis d’E. terreticornis ne se sont pas développés sur SM et LH toutes répétitions confondus, ils sont pris 
en compte dans la suite de l’étude car les graines s’étant développé de façon très satisfaisante sur les reste des 
sols et les répétitions ayant été randomisées dans la disposition des bacs de semis, la qualité des lots de graines 
utilisés et du dispositif peut difficilement être mis en cause. 
Les p-values du test de Spearman entre biomasses des parties aériennes et racinaires pour E. terreticornis et A. 
spirorbis apparaissent comme non significatives au risque de 5 % (Table 2.a). Ainsi biomasses aériennes et 
racinaires sont corrélés avec des taux de corrélation proche de 95 % pour les deux espèces. Il n’y a donc pas 
d’influence significative du substrat sur la répartition de la biomasse dans la plante. Cette corrélation est 
illustrée par une droite de régression présentée Figure 2.  
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 A. spirorbis E. terreticornis 
p-value <  2,2e-16 <  2,2e-16 
Rho (taux de corrélation) 0,9401709 0,9445472 
 
 
b 
 A. spirorbis E. terreticornis 
p-value < 2,2e-16 < 2,2e-16 
Rho (taux de corrélation) 0,9120005 0,8611066 
 
 
Un autre test de Spearman entre biomasse total moyenne et croissance journalière moyenne de la hauteur des 
plants présentes des p-values non significatives au risque de 5 % avec des taux de corrélation calculé qui varie 
entre 91 et 86 % pour les deux espèces (Table 2.b). On considère donc que les paramètres croissance journalière 
moyenne de la hauteur et biomasse totale moyenne sont corrélés. 
Pour les plants d’A. spirorbis sur les topsoils AS1 et AS2 on constate des biomasses aériennes moyennes 
avoisinant les 1,0 g et 0,4 et 0,5 g pour les biomasses racinaires (Figure 3a) alors que ces biomasses sont en 
moyenne respectivement de 0,2 g et 0,15 g pour les autres substrats. Concernant la croissance journalière 
moyenne de la hauteur, elle atteint approximativement 0,08 mm/jour pour AS1 et AS2, suivi d’AS3 avec 
environ 0,04 mm/jour et des croissances situées entre 0,02 et 0,036 mm/jour pour les autres substrats. La 
croissance la plus basse est celle sur SM avec une croissance proche de 0,02 mm/jour (Figure 4a).  
Pour les plants d’E. terreticornis c’est notamment ceux développés sur AS2 qui se distinguent avec une 
biomasse aérienne moyenne d’approximativement 1,6 g contre des masses moyennes de l’ordre de 0,5 g pour 
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AS1 et AS3 et valeurs inférieurs à 0,2 g pour les autres sols (Figure 3c). Les plants sur LH et SM ne s’étant 
pas développés, leur biomasse est considérée comme nulle. Pour la croissance journalière moyenne de la 
hauteur, les plants sur AS2 atteignent une moyenne d’environ 0,075 mm/jour, suivi d’AS1 (environ 0,06 
mm/jour), AS3 (0,05 mm/jour), TG3 (0,045 mm/jour), TG1, TG2 et PF  (entre 0,02 et 0,04 mm/jour) et des 
croissances nulles pour SM et LH où très peu de plants se sont développés un temps pour de mourir avant la 
fin de l’expérience. (Figure 4b). 
Ces résultats sont appuyés par un test de Kruskal-Wallis entre la croissance journalière moyenne de la hauteur 
et le type de sol avec des p-values inférieures à 2,2.10-16 pour les deux espèces de plants semés, donc non 
significatives au risque de 5 %. Le substrat a donc une influence significative sur le développement des plants.  
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Figure 3: Masse sèche moyenne des parties aériennes par plant, 14 mois après semis en fonction des différents types de 
substrat ; a : des plants d’A. spirorbis ; b : des plants d’E. terreticornis.  
Masse sèche moyenne des parties racinaires par plant, 14 mois après semis en fonction des différents types de sols ; c : 
des plants d’A. spirorbis ; d : des plants d’E. terreticornis. 
 
 
 
 
d 
b a 
c 
!! "#*!
a 
 
b 
 
Figure 4 : Accroissement moyen de la hauteur des plants 14 mois après semis en fonctions des types de sols, a : des 
plants d’A. spirorbis ; b : des plants d’E. terreticornis. 
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Diversité des champignons ectomycorhiziens présents en fonction de l’espèce piège et du substrat 
L’échantillonnage de l’analyse Illumina MiSeq est résumé Table 3. Malgré que près de 46 % des séquences 
obtenues (515.980) correspondent à des espèces ectomycorhiziennes, elles ne représentent que 22 % des OTUs 
totales (1.460) soit 325 OTUs. Les A. spirorbis échantillonnés sur les sites restaurés présentent entre 16 et 23 
% d’OTUs ectomycorhiziennes contre 25 à 40 % pour les T. guillainii en milieux naturels. Pour les plants d’A. 
spirorbis développées en pépinière, ce sont sur les sols provenant des topsoils AS1, AS2 et AS3 que les 
proportions d’OTUs ectomycorhiziennes sont les plus importantes (entre 30 et 38 %), et sur TG2 (29 %), AS1 
(26 %) et AS3 (25 %) pour les plants d’E. terreticornis. L’échantillonnage d’E. terreticornis sur LH et SM est 
considérée comme nulle étant donné que le développement des plants a été insuffisant pour analyser la 
diversité. 
Table 3 : Nombres de séquence, nombres d’OTUs 97 % et affiliations de ces séquences et OTUs à des taxons fongiques 
ectomycorhiziens ou non. Les séquences ont été obtenues par séquençage Illumina Miseq. 
 
Sol OTU 97% Séquences 
ECM lineages Non-ECM lineages 
 OTUs Séquences OTUs Séquences 
A. spirorbis  présents 
sur les sites 
sélectionnés 
AS1 183 11.310 42 (23 %) 8.325 (74 %) 141 2.985 
AS2 304 25.423 49 (16 %) 14.750 (58 %) 255 10.673 
AS3 339 16.371 64 (19 %) 7.045 (43 %) 275 9.326 
T. guillainii présents 
sur les sites 
sélectionnés 
TG1 309 11.972 94 (30 %) 5.908 (49 %) 215 6.064 
TG2 131 4.933 52 (40 %) 3.621 (73 %) 79 1.312 
TG3 318 18.141 81 (25 %) 6.004 (33 %) 237 12.137 
A. spirorbis semés 
sur les sols des sites 
prélevés 
AS1 94 10.149 35 (37 %) 6.559 (65 %) 59 3.590 
AS2 76 9.103 23 (30 %) 6.240 (69 %) 53 2.863 
AS3 110 12.655 42 (38 %) 10.235 (81 %) 68 2.420 
TG1 145 12.144 34 (23 %) 5.599 (46 %) 111 6.545 
TG2 131 16.644 22 (17 %) 4.893 (29 %) 109 11.751 
TG3 150 27.714 41 (27 %) 19.496 (70 %) 109 8.218 
SM 141 26.059 29 (21 %) 10.954 (42 %) 112 15.105 
PF 220 31.312 32 (15 %) 7.119 (23 %) 188 24.193 
LH 150 23.102 32 (21 %) 4.494 (19 %) 118 18.608 
E. terreticornis semés 
sur les sols des sites 
prélevés 
AS1 109 28.789 28 (26 %) 18.591 (65 %) 81 10.198 
AS2 164 39.515 33 (20 %) 19.064 (48 %) 131 20.451 
AS3 197 41.647 49 (25 %) 26.305 (63 %) 148 15.342 
TG1 191 48.954 21 (11 %) 603 (1 %) 170 48.351 
TG2 24 315 7 (29 %) 205 (65 %) 17 110 
TG3 133 48.671 26 (20 %) 37.663 (77 %) 107 11.008 
SM - - - - - - 
PF 224 51.057 17 (8 %) 12.375 (24 %) 207 38.682 
LH - - - - - - 
Totaux  1460 515.980 325 (22 %) 236.048 (46 %) 1135 279.932 
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Les indices de diversité (Table 4), indiquent que la totalité de la richesse ectomycorhizienne estimée a été 
échantillonné si l’on prend l’ensemble de l’échantillonnage (1.460 OTUs obtenues et estimées). Si l’on prend 
les différentes espèces plantées séparément, au moins 50 % de la richesse ectomycorhizienne estimée a été 
échantillonnée pour chaque type de plantes. Les diversités associées aux arbres sur le massif (maquis naturels 
et plantations) ont des taux de diversité de Shannon supérieur à 3, sachant que l’indice est généralement 
échelonné entre 0 et 5, cela traduit une diversité relativement élevé. C’est sur les T. guillainii que ces indices 
sont les plus élevés avec un indice de 4,2 pour TG1. Sur les plants d’A. spirorbis développés en pépinière sur 
substrats, ils sont situés entre 1,92 et 2,77, traduisant une diversité plus faible. Les plants développés sur TG2 
(2,77) et PF (2,69) permettent d’observer les indices les plus élevés, tandis que pour les plants d’E. 
terreticornis, les indices vont de 1,09 à 2,40, traduisant une diversité encore plus réduite par rapport à A. 
spirorbis, avec des valeurs les plus élevés sur AS3 (2,29) et sur PF (2,23). Enfin, d’après l’indice de Simpson 
la probabilité d’observer des individus du même taxon sur les communautés associés aux arbres des substrats 
échantillonnés est très élevée (entre 88 et 97 %), elle est supérieure à 93 % pour les T. guillainii. Pour les plants 
d’A. spirorbis développés sur les substrats échantillonnés, la probabilité varie de 74 à 89 %. Enfin pour les 
plants d’E. terreticornis, elle varie de 79 à 85 % sur substrat AS, mais de 41 % (TG3) à 73 % (TG1) sur les 
substrats TG, et atteint 77 % sur PF. La diversité d’E. terreticornis sur LH et SM est considérée comme nulle 
étant donné que l’insuffisance de développement des plants n’a pas permit d’analyser la diversité. 
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Table 4 : Indices de diversité observées et estimées de la distribution des OTUs fungiques totales selon l’espèce hôte, la 
provenance du sol et les conditions de développement de l’espèce hôte, basés sur le package R « iNext » (Hsieh et al. 
2016). 
 
 
La répartition des principaux lineages ectomycorhzien sur l’échantillonnage total est présentée Figure 5a. Il 
apparait que les lineages ectomycorhiziens les plus représentés sont respectivement les Thelephoraceae (20,6 
%), les Helotiales (14,5 %), les Sordariales (14,2 %), les Sebacinales (13,8 %), les Agaricales (8,6 %), les 
Cantharellales (7,7 %), les Russulaceae (6,8 %), les Boletales (3,4 %) et les Sclerodermataceae (3,4 %). Les 
répartitions des lineages fongiques totaux sont présentées Figure 5b.  
  Richness 0D Shannon 1D Simpson 2D 
  Observé Estimé Observé Estimé Observé Estimé 
A. spirorbis  présents sur 
les sites sélectionnés 
AS1 183 262,60 3,23 3,24 0,93 0,93 
AS2 304 394,01 3,22 3,23 0,88 0,88 
AS3 339 394,04 3,95 3,96 0,96 0,96 
T. guillainii présents sur 
les sites sélectionnés 
TG1 309 379,62 4,20 4,21 0,97 0,97 
TG2 131 149,89 3,25 3,26 0,93 0,93 
TG3 318 353,56 4,13 4,14 0,97 0,97 
A. spirorbis semés sur les 
sols des sites prélevés 
AS1 94 184,99 2,16 2,17 0,80 0,80 
AS2 76 148,00 1,92 1,93 0,78 0,78 
AS3 110 165,68 2,09 2,10 0,78 0,78 
TG1 145 189,02 2,19 2,20 0,79 0,79 
TG2 131 173,00 2,77 2,77 0,89 0,89 
TG3 150 206,18 2,04 2,04 0,74 0,74 
SM 141 199,78 2,16 2,17 0,81 0,81 
PF 220 247,56 2,69 2,69 0,88 0,88 
LH 150 199,44 2,46 2,46 0,86 0,86 
E. terreticornis semés sur 
les sols des sites prélevés 
AS1 109 151,47 1,95 1,95 0,79 0,79 
AS2 164 204,33 2,40 2,40 0,85 0,85 
AS3 197 239,87 2,29 2,29 0,83 0,83 
TG1 191 213,04 2,14 2,14 0,73 0,73 
TG2 24 27,49 1,65 1,70 0,63 0,63 
TG3 133 153,83 1,09 1,10 0,41 0,41 
PF 224 254,37 2,23 2,23 0,77 0,77 
Echantillonnage TOTAL  1460 1460 3.785 3.786 0.93 0.93 
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a 
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Figure 5: Distribution des lineages de champignons ectomycorhiziens de l’échantillonnage total : a : en fonction du 
nombre d’OTUs ; Distribution des lineages de champignons de l’échantillonnage total : b : en fonction du nombre 
d’OTUs 
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Les proportions des principaux lineages ectomycorhiziens en fonction de l’espèce hôte et du substrat sont 
présentée Figure 6. La plupart des lineages présents sur les A. spirorbis provenant des sites échantillonnés 
(AS1, AS2 et AS3), sont également présents sur les plants d’A. spirorbis et d’E. terreticornis élevés sur ces 
sols à l’exception des lineages des Dothideomycetes incertae sedis et également des Boletales pour les plants 
d’E. terreticornis. On note tout de même que pour les plants d’A. spirorbis et d’E. terreticornis semés sur les 
substrats AS, les lineages des Sordariales, des Pezizales, des Sebacinales et des Cantharellales sont en 
proportions plus importantes que sur les A. spirorbis originaires des substrats prélevés. Tandis que les 
proportions d’Helotiales, de Sclerodermataceae, d’Agaricales, d’Hymeneochaetales, de Boletales et de 
Thelephoraceae sont moins importantes pour les plants semés que pour les arbres d’origines. Pour les topsoils 
provenant des maquis naturels à T. guillainii (TG1, TG2 et TG3), beaucoup de lineages ectomycorhiziens 
présents sur les T. guillainii d’origines sont absents sur les plants d’A. spirorbis et E. terreticornis semés sur 
ces mêmes substrats, notamment les Ateliales, les Agaricales, les Boletales, les Dothideomycetes incertae 
sedis, les Eurotiales et les Gomphales. Les Sclerodemataceae et les Russulaceae sont également absents des 
plants d’E.terreticornis, et les Hymenochaetales sont absent des plants d’A. spirorbis. On note une proportion 
de Sordariales et de Sebacinales beaucoup plus importante pour les plants semés sur les topsoils TG que sur 
les T. guillainii originaires de ces sites. On note également des proportions de Thelephoraceae et de 
Sclerodermataceae un peu plus importantes pour les plants d’A. spirorbis. A l’inverse, les Helotiales, les 
Russulaceae, les Cantharellales ainsi que les Thelephoraceae (seulement sur les plants d’E. terreticornis) sont 
en proportions moins importantes que sur les T. guillainii d’origines. Pour le topsoil PF, on note presque les 
même lineages sur les deux espèces de plants semés, à l’exception des Hélotiales, présentes uniquement sur 
les A. spirorbis et les Sclerodermataceae présents uniquement sur les E. terreticornis. Autrement, on note que 
les plants d’E. terreticornis ont une plus grande proportion de Sordariales, de Cantharellales et de Pezizales, 
tandis que les plants d’A. spirorbis ont une proportion de Sebacinales bien plus importante. Les plants d’A. 
spirorbis sur les substrats LH et SM ont exactement les mêmes lineages que ceux du topsoil PF. 
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Figure 6: Distribution des champignons des différentes modalités basées sur l’espèce hôte, la provenance du sol et les 
conditions de développement de l’espèce hôte selon la distribution des OTUs des lineages de champignons 
ectomycorhiziens identifiés. Pour chaque modalité, l’indice de Jacknife caractérisant la richesse spécifique observée 
(nombre d’OTUs) est précédé d’un « r » et le nombre de séquences obtenues est représenté par un « n ».  
 
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%
100%
A
. s
pi
ro
rb
is
 s
au
va
ge
s 
de
s 
si
te
s 
A
S 
; 
r 
=
 1
00
n 
=
 3
01
20
A
. s
pi
ro
rb
is
 p
la
nt
és
 s
ur
 le
s 
so
ls
 d
es
 s
it
es
 A
S 
; 
r 
=
 7
2
 n
 =
 2
50
74
E
. t
er
re
ti
co
rn
is
 p
la
nt
és
 s
ur
 le
s 
so
ls
 d
es
 s
it
es
 A
S 
; 
r 
=
 7
0
n 
=
 6
39
60
T
. g
ui
ll
ai
ni
i s
au
va
ge
s 
de
s 
si
te
s 
T
G
 ;
 r
 =
 1
84
n 
=
 1
74
15
A
. s
pi
ro
rb
is
 p
la
nt
és
 s
ur
 le
s 
so
ls
 d
es
 s
it
es
 T
G
 ;
 r
 =
 6
6
n 
=
 2
60
66
E
. t
er
re
ti
co
rn
is
 p
la
nt
és
 s
ur
 le
s 
so
ls
 d
es
 s
it
es
 T
G
 ;
 r
 =
 4
0
n 
=
 3
84
71
A
. s
pi
ro
rb
is
 p
la
nt
és
 s
ur
 le
s 
so
ls
 d
es
 s
it
es
 P
F
 ;
 r
 =
 3
2
n 
=
 7
11
9
E
. t
er
re
ti
co
rn
is
 p
la
nt
és
 s
ur
 le
s 
so
ls
 d
es
 s
it
es
 P
F
 ;
 r
 =
 1
7
n 
=
 1
23
75
A
. s
pi
ro
rb
is
 p
la
nt
és
 s
ur
 le
s 
so
ls
 d
es
 s
it
es
 L
H
 ;
 r
 =
 3
2
n 
=
 4
49
4
A
. s
pi
ro
rb
is
 p
la
nt
és
 s
ur
 le
s 
so
ls
 d
es
 s
it
es
 S
M
 ;
 r
 =
 2
9
n 
=
 1
09
54
Agaricales Atheliales Boletales Cantharellales
Dothideomycetes incertae sedis Eurotiales Glomerales Gomphales
Helotiales Hymenochaetales Pezizales Russulaceae
Sclerodermataceae Sebacinales Sordariales Thelephoraceae
!! "$'!
En termes de diversité de lineages (Figure 6), pour les arbres provenant des topsoils échantillonnés, les T. 
guillainii originaires des topsoils TG (16) ont plus de lineages que les A. spirorbis originaires des topsoils AS 
(12).  Mais pour les plants semés sur les mêmes substrats, il y a plus de diversité sur les topsoils AS avec 10 
lineages pour les plants d’A. spirorbis et 9 pour les E. terreticornis, contre, chez les plants développés sur les 
topsoils TG, 8 lineages pour les plants d’A. spirorbis et 7 lineages pour les E. terreticornis. La diversité des 
lineages sur les substrats de verses est moins importante, seulement 6 lineages pour les plants d’A. spirorbis et 
d’E. terreticornis sur topsoil PF et 6 lineages également pour les plants d’A. spirorbis développés sur les 
substrats LH et SM. Pour les plants d’E. terreticornis sur LH et SM, cette diversité n’est pas prise en compte 
étant donné l’insuffisance de développement des plants dans ces substrats. 
Le chi2 d’indépendance entre les communautés ectomycorhiziennes des arbres originaires des sites 
sélectionnés et ceux des plants semés sur les mêmes sols (Table 5.a) montrent pour les sols AS1 et AS2 des 
communautés similaires entre les plants d’A. spirorbis et d’E. terreticornis semés et les A. spirorbis d’origines, 
mais des communautés indépendantes sur le topsoil AS3 (p-values de 0,01468 et 0,01059). Pour les sols TG 
et les plants semés sur ces mêmes sols, on observe des communautés toutes indépendantes (p-values toutes 
inférieurs à 0,05) sauf pour les T. guillainii originaires des TG2 et les plants d’E. terreticornis semés ce même 
sol (p-value de 0,06673) qui ont donc des communautés ectomycorhiziennes corrélées (Table 5.a).  
Enfin les calculs de Chi2 d’indépendance entre les communautés ectomycorhiziennes des plants d’A. spirorbis 
et E. terreticornis originaires des substrats sélectionnés (Table 5.b) ont tous des p-values largement supérieurs 
à 0,05 et ont donc des communautés ectomycorhiziennes corrélées.  
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Table 5 : Comparaison deux à deux de la diversité taxonomique des lineages ectomycorhiziens avec le test de Chi2 
d’indépendance de Pearson : a : des communautés des 3 topsoils AS (AS1, AS2 et AS3), des 3 topsoils TG (TG1, TG2 
et TG3) et des 3 substrats de verses (SM, PF et LH) sur les individus originaires des sites et sur les plants développés sur 
les sols correspondants après 14 mois de développement ; b : des communautés des topsoils AS et TG regroupés et des 3 
substrats de verses  
Hypothèse : Les communautés comparées suivent des distributions corrélées. Au risque 5 % l’Hypothèse est rejetée.  
Un test significatif indique que les communautés ont une distribution indépendantes l’une de l’autre : - : non significatif ; 
** : significatif ; *** : très significatif ; **** : extrêmement significatif 
a 
 
 
 
 
 
 
 
b 
 
 
Arbres présents sur les 
sites sélectionnés 
TG 
AS 0,004903** 
Plants d’A. spirorbis 
semés sur les sols des sites 
 AS TG SM PF 
TG 0,6844    
SM 0,7421 0,5383   
PF 0,3156 0,5634 0,3237  
LH 0,1628 0,2875 0,1005 0,8145 
Plants d’E. terreticornis 
semés sur les sols des sites 
 AS TG SM PF 
TG 0,1031    
SM x x   
PF 0,453 0,2157 x  
LH x x x x 
Arbres présents 
sur les sites 
sélectionnés 
 AS1 AS2  TG1 TG2    
AS2 0,8595  TG2 0,4022     
AS3 0,8905 0,9537 TG3 0,4868 0,06022    
Plants d’A. 
spirorbis semés sur 
les sols des sites 
 AS1 AS2  TG1 TG2  SM PF 
AS2 0,6074  TG2 0,2341  PF 0,3237  
AS3 0,177 0,2099 TG3 0,505 
0,02027
** 
LH 0,1005 0,8145 
Plants d’E. 
terreticornis semés 
sur les sols des 
sites 
 AS1 AS2  TG1 TG2  SM PF 
AS2 0,7506  TG2 0,4385  PF x  
AS3 0,4669 0,2599 TG3 
0,0289
5** 
0,3144 LH x x 
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Les représentations graphiques sous forme de diagramme de Venn mettent en évidence 17,4 % d’OTUs 
communes entre les communautés fungiques totales d’A. spirorbis et de T. guillainii sur les arbres originaires 
des sites sélectionnés (Figure 7.a).  
Concernant les topsoils AS (Figure 7.b), on note que la majorité des OTUs identifiées provient des A. spirorbis 
d’origines (39,8%). Mais on observe tout de même  22,4% d’OTUs (14,3% + 5% + 3,1%) sont partagées avec 
les plants semées sur ces mêmes substrats, dont 5 % uniquement avec les A. spirorbis et 3,1% uniquement 
avec les E. terreticornis (Figure 7.b).  
Concernant les topsoils TG (Figure 7.c), la grande majorité des OTUs provient des T. guillainii d’origine (60,7 
%). Mais on observe tout de même 10,8 % de ces OTUSs (5,4% + 2,7% + 2,7%)  sont partagées avec les plants 
semés sur ces mêmes sols, dont  2,7 % uniquement avec les plants semés d’A. spirorbis et autant avec les E. 
terreticornis (Figure 7.c). 
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a 
 
b                                                                                   c 
 
Figure 7: Diagrammes de Venn des distributions des OTUs fungiques totales : a : entre les A. spirorbis provenant des 
topsoils AS regroupés (AS1, AS2 et AS3) ; b : entre les A. spirorbis provenant des topsoils AS regroupés et les plants 
d’A. spirorbis et d’E. terreticornis développés sur les topsoils AS regroupés ; c : entre les T. guillainii provenant des 
topsoils TG regroupés et les plants d’A. spirorbis et d’E. terreticornis développés sur les topsoils TG regroupés. 
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Corrélations entre paramètres géochimiques et composition des communautés ectomycorhiziennes 
Le test de Mantel (Table 6) indique une corrélation significative entre les composants des sols et la diversité 
ectomycorhizienne des OTUs, la corrélation est particulièrement significative pour la diversité 
ectomycorhiziennes des plants d’E. terreticornis (0,7194). 
 
Table 6 : Test de Mantel (100 k permutations) basé sur la corrélation de Pearson entre les variables : composants 
géochimiques des sols et diversité ectomycorhizienne des OTUs. Hypothèse : Les variables ne sont pas liées entre elles. 
L’hypothèse est rejetée au risque de 5 %. Un test significatif indique que les variables sont liées entre elles : 
- : non significatif ; * : peu significatif ; ** : significatif ; *** : très significatif ; **** : extrêmement significatif 
 
 
 
 
 
Concernant l’influence des facteurs géochimiques des sols sur cette diversité, la Permanova (ESM Table 3) 
indique pour les arbres présents sur les sols échantillonnés des corrélations significatives du phosphore et du 
fer et dans une moindre mesure avec le chrome, le cobalt et l’aluminium. Pour les plants d’A. spirorbis semés 
sur ces sols, les corrélation sont significatives avec la pF3, le phosphore, le fer et le chrome. Pour les plants 
d’E. terreticornis, la corrélation est très significative avec le fer, significative avec le phosphore, le nickel et 
le magnésium.  
Sur les NMDS à deux dimensions de la diversité ectomycorhizienne selon le type de sols et les composants 
géochimiques qui les caractérisent, on observe pour les arbres présents sur les sites échantillonnés, des 
groupements bien distincts entres les topsoils AS1, AS2, AS3, TG1, TG2 et TG3 (Figure 8.a). Les lineages 
ectomycorhiziens des 3 topsoils AS1, AS2 et AS3 sont plutôt regroupés notamment pour AS1 et AS2, et ce 
sont les Sclerodermataceae, les Thelephoraceae, les Sordariales, les Pezizales et les Agaricales qui sont le plus 
 
Arbres présents sur 
les sites sélectionnés 
!"#$%&'(')&$$*#-.*$*'/$(#*$
*&(*$0#*$*12#*$3/.(#4.*$
E. terreticornis semés sur 
les sols des sites prélevés 
r 0,5403 0,4211 0,7194 
p-value 0,043056 0,01251 0,0065476 
Significance ** ** *** 
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représentatives mais ne semblent pas particulièrement corrélés avec un paramètre géochimique en particulier 
(Figure 8.a). Tandis que pour les communautés ectomycorhiziennes des topsoils TG1, TG2 et TG3, elles sont 
nettement plus dispersées, aucun lineage ectomycorhizien ne semble particulièrement représentatif sur TG2, 
les Boletales et les Hymenochaetales sont les lineages les plus représentatifs du topsoil sur TG1 et semblent 
liés par la présence de silice, de Mn et de K. Enfin le lineage Dothideomycetes incertae sedis semblent être les 
plus représentative sur TG3 et lié à la présence de Na et au pH (Figure 8a). Les Cantharellales semblent 
également lié à la présence de Co. 
Ex situ, pour les plants d’A. spirorbis semés, les communautés ectomycorhiziennes sur les topsoils AS1, AS2 
et AS3 sont beaucoup plus dispersés, notamment pour AS3,  les Russulaceae sont les plus représentatives sur 
les topsoils AS1 et AS2 alors que ce sont les Cantharellales sur les substrats AS3 et SM (Figure 8.b).  Les 
communautés ectomycorhiziennes des topsoils TG1, TG2 et TG3 sont très dispersées, les Sclerodermataceae 
sont liés à la présence de Fe et de P et représentatives du topsoil TG2. Aucuns lineages ne semble représentatif 
des topsoils TG1 et TG3, alors que les Helotiales et les Sebacinales sont représentatifs des topsoils PF et LH 
qui paraissent liés à la présence de Co sur topsoil PF, et à la silice et à la pF3 sur topsoil LH (Figure 8.b). Les 
Thelephoraceae apparaissent comme liés à la matière organique et l’Al (Figure 8.b).  
Enfin, pour les plants d’E. terreticornis semés, sur les  topsoils AS1, AS2 et AS3 les communautés 
ectomycorhiziennes sont assez regroupées et représentées par les Russulaceae et les Thelephoraceae, mais ne 
paraissent pas lié à la présence d’un élément en particulier (Figure 8.c). Concernant les communautés 
ectomycorhiziennes des topsoils TG1, TG2 et TG3, elles sont encore une fois très dispersées, sur TG2 on note 
tout de même une légère corrélation avec les Sebacinales et les Pezizales, ces dernières paraissent légèrement 
liées à la présence de Cr. Sur TG1, même constat, les communautés de ce topsoil ne sont pas clairement 
représentées par un lineages sinon par les Helotiales qui semblent lié à la présence de K, de Mn et d’N (Figure 
8.c). Pour TG3, aucun lineage n’est vraiment représentatif. Enfin sur le topsoil PF, ce sont les communautés 
de Sclerodermataceae et de Cantharellales qui prédominent. Les Sclerodermataceae semblent liés à la pF3 et 
au pH(KCl) ainsi qu’à la présence de Mg. Pour les Cantharellales, ils semblent corrélés à la présence de Ni 
(Figure 8.c). 
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Figure 8 : NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) à deux dimensions de la diversité des lineages 
ectomycorhiziens en fonction des sols et de leurs composants géochimiques ; a : Pour les arbres présents sur les sites 
sélectionnés ; b : Pour les A. spirorbis semés sur les sols des sites prélevés ; c : Pour les E. terreticornis semés sur les sols 
des sites prélevés. 
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Discussion 
Il apparait de l’analyse des composés géochimiques que les topsoils du maquis à T. guillainii sont plus riches 
en nutriments et en matières organiques que les sols restaurés avec A. spirorbis et les substrats de verses, 
notamment SM. Cette différence s’explique par le fait qu’en maquis, de la matière organique est 
continuellement apportée par les espèces présentes. Pour les sols sous A. spirorbis, il s’agit de sols excavés, 
composés de stérile miniers, et qui ont été restaurés avec une seule espèce, A. spirorbis, il y a une douzaine 
d’année. Ainsi, l’apport de matières organiques sur une période aussi brève ne suffit pas pour reconstituer un 
sol comparable à un sol qui n’a jamais été altéré comme ceux des maquis à T. guillainii, mais on constate une 
très nette, si l’on compare avec  le substrat SM. Pour les substrats de verses, notamment pour ceux issus des 
verses de topsoil para forestier ou de maquis ligno-herbacée, la matière organique est encore bien présente 
mais elle a commencé à se dégrader en raison de son stockage (Bordez, 2015). Pour le substrat de verse SM, 
il provient de sols excavés sous les couches de top soil, que l’on appelle  stérile minier et qui sont donc très 
pauvre en matières organiques restées en surface, dans le top soil. Les topsoils provenant de TG  ont des 
compositions très diversifiées comparé à ceux de AS, Cette disparité s’explique par le fait que les 3 sols TG 
proviennent de sites différents, ces sites n’ayant jamais été directement impacté par la mine ont chacun 
développés des micro-écosystèmes composés d’une multitude d’espèces et ayant pu évoluer différemment. 
Les sols AS sont des sites restaurés, donc ils sont à un stade très « jeune »,  d’une part les sols utilisés lors de 
la restauration des sites provenaient de verse de stérile minier datant plus ou moins de la même période à 
quelques années près, d’autre part l’écosystème reste pour l’instant composé d’A. spirorbis et de très rares 
espèces ont pu s’installer sous le couvert de ces plantations monospécifiques. 
Les composants géochimiques du sol n’influent pas sur la répartition de la biomasse au sein de la plante mais 
ils influent sur le développement des plants selon les proportions de certains composants géochimiques. Les 
plants présentent de meilleurs développements sur un sol riche en matières organiques et en éléments nutritifs 
comme les topsoils TG, AS, PF et LH comparé au stérile minier (SM). La hauteur et la biomasse évoluent de 
la même façon en fonction du type de sol ce qui indique que ces deux paramètres sont des indicateurs potentiels 
pour l’étude du développement en fonction du type de sol (Weil et Brady, 2016) 
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Pour les deux espèces pièges, A. spirorbis et E. terreticornis, les plants développés sur les sols provenant des 
zones revégétalisées avec des plantations d’A. spirorbis (AS1, AS2 et AS3) sont ceux ayant le meilleur 
développement, notamment le top soil AS2. La présence d’A. spirorbis aurait donc un effet significativement 
positif sur le développement des plants, qui serait dû à la présence de cette espèce en particulier puisque les 
plants développées sur les topsoils prélevés sous T. guillainii en maquis naturel (TG1, TG2 et TG3) ont des 
développements nettement moins importants. Ce constat rejoint le résultats d’autres études sur la capacité des 
Acacias en restauration écologiques (Duponnois et al., 2001; Padilla et Pugnaire, 2006; Ren et al., 2008; Yang 
et al., 2009). On constate également que sur les substrats de verse les plants sont les moins développés, 
notamment sur SM et LH. Le fait que E. terreticornis n’ai pas poussé sur les substrats de verse SM et LH va 
dans l’hypothèse que la présence d’une espèce nurse est un élément important pour une plantation réussi sur 
un sol pauvre en élément nutritif avec un potentiel de toxicité polymétallique.  
Près de la moitié des séquences obtenues ont été attribuée à des taxons ectomycorhiziens, mais en termes de 
diversité taxonomique, la diversité est deux fois moins importante. Ainsi, dans notre cas, les champignons 
ectomycorhiziens sont moins diversifiés que les champignons non ectomycorhiziens. 
Bien que sur les sites de prélèvement des topsoils, la diversité ectomycorhizienne soit près de deux fois plus 
importante pour les T. guillainii  des topsoils TG que pour les A. spirorbis des plantations.  En pépinière les 
plants développent plus de diversité taxonomique ectomycorhizienne sur les topsoils AS que sur les topsoils 
TG et les substrats de verses. Ainsi la diversité ectomycorhizienne qui s’associe aux racines d’une espèce piège 
serait liée et encouragé par « l’empreinte »  de la plante nurse qui s’est développée sur le sol utilisé comme 
substrat de plantation. De plus, l’intensité de cet effet sur l’espèce piège dépendrait de l’espèce de la plante 
nurse, c’est le cas d’A. spirorbis qui a un effet supérieur à T. guillainii sur les plants pièges bien que sa diversité 
taxonomique d’origine soit moins importante. Le choix de l’espèce cible importe également, puisqu’on 
observe une meilleure diversité sur les A. spirorbis que sur les T. guillainii, bien que sur ces derniers la diversité 
soit tout à fait correcte. Un constat qui apparait pour d’autres espèces nurses comme Asteropeia mcphersonii 
(Henry et al., 2015 ; Jourand et al., 2014 ; Padilla and Pugnaire, 2006) ou d’autres espèces d’acacias australiens 
(Henry et al., 2015 ; Jourand et al., 2014 ; Padilla and Pugnaire, 2006). 
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Concernant les taxons identifiés, les Thelephoraceae, les Helotiales et les Sebacinales sont les plus représentés, 
des résultats assez similaires à ceux de l’étude de la diversité ectomycorhizienne associée à A. spirorbis en 
Nouvelle-Calédonie, la publication du Chapitre 1 prochainement publié dans la revue Microbial Ecology. 
Ainsi la diversité recensée dans cet essai ex situ est donc représentative de celle recensée sur les A. spirorbis 
in situ en Nouvelle-Calédonie. 
Les lineages ectomycorhiziens provenant des A. spirorbis in situ originaires des sites AS sont pour la plupart 
également présents sur les plants d’A. spirorbis et d’E. terreticornis  semés sur ces mêmes topsoils (AS) ex 
situ. On constate la même chose au niveau taxonomique, les comparaisons des taxons identifiés à 97 % 
d’homologie indiquent des communautés liées entre elles pour les ectomycorhizes provenant des A. spirorbis 
in situ des sites AS1 et AS2 et les communautés des plants plantées ex situ sur ces topsoils. Ainsi, on peut 
émettre l’hypothèse qu’A. spirorbis a une capacité à transférer ses communautés par le topsoil, capacité qui se 
maintiendra pendant un temps à déterminer, même si l’arbre hôte n’est plus présent. 
A contrario, sur les topsoils TG, on observe que beaucoup de lineages sont absents entre les prélèvements des 
T. guillainii in situ des sites TG et sur les plants développés ex situ sur ces topsoils. Au niveau taxonomique, 
les communautés sont toutes indépendantes pour les ectomycorhizes provenant des T. guillainii des sites TG 
et celles des plants plantées sur les topsoils correspondants. On ne retrouve donc pas avec T. guillainii la 
capacité d’A. spirorbis à maintenir et à transférer par le topsoil ses communautés ectomycorhiziennes.  
Au niveau taxonomique, le nombre de taxons ectomycorhiziens communs entre les échantillons provenant des 
arbres in situ des topsoils échantillonnés et ceux des plantes pièges ex situ développées sur ces topsoils est plus 
de deux fois plus important pour les topsoils provenant des sites à A. spirorbis (AS) que des sites à T. guillainii 
(TG) ce qui conforte l’hypothèse que le transfert ectomycorhiziens avec A. spirorbis est supérieur à celui de 
T. guillainii. 
Les espèces de plantes pièges choisis dans cette étude n’ont pas d’influence puisque les distributions des 
communautés ectomycorhiziennes des plants d’E. terreticornis  et d’A. spirorbis sont corrélées sur tous les 
types de sol. La question de réaliser des semis avec T. guillainii a été posée et même mis en œuvre ; comme 
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c’est le cas pour beaucoup d’espèces endémiques, la maitrise de la qualité des graines est encore insuffisante 
et nous n’avons pas réussi à obtenir assez de plants pour traiter les résultats. 
Les analyses statistiques nous indiquent une corrélation entre la distribution des ectomycorhizes associées aux 
plants ex situ et les paramètres géochimiques des sols sur lesquels elles se sont développés, notamment pour 
E. terreticornis. Cette corrélation est surtout valable pour le phosphore et le fer, ce qui pourrait être expliqué 
par les connexions de ces éléments avec les ectomycorhizes. En effet, le phosphore est un élément qui est 
particulièrement mieux assimilé par la plante lorsque celle-ci est ectomycorhizée (Finlay et Read, 1986), et les 
champignons ectomycorhiziens sont reconnu pour leur capacité de produire des sidérophores chélateurs de fer 
(Szaniszlo et al., 1981).  Il apparait également que la présence de silice, de Mn et de K influencerait la présence 
des Boletales, des Helotiales et des Hymenochaetales. Les Cantharellales seraient influencés par la présence 
de Co et de Ni. Et les Thelephoraceae seraient influencés par la présence de matières organiques et d’Al. Des 
études ont démontrés que certains métaux pouvaient être absorbés par certaines espèces de champignons 
ectomycorhiziens, en fonction du pH du sol et de la présence de matières organiques, c’est le cas du  nickel et 
du cobalt, (Severoglu et al., 2013). Cela pourrait être une hypothèse justifiant cette structuration des espèces 
ectomycorhiziennes en fonction de certains éléments géochimiques. 
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ESM Table 1 : Principales caractéristiques chimiques des sols. Les valeurs en gras sont les plus élevées, les valeurs 
soulignées les plus faibles. 
  AS1 AS2 AS3 TG1 TG2 TG3 SM PF LH 
Carbone total % 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
Matière organique           
Matière organique % 1,303 1,933 1,207 2,277 2,910 3,373 0,903 1,890 1,967 
Carbone organique % 0,757 1,123 0,700 1,320 1,687 1,960 0,523 1,093 1,143 
Azote total ‰ 0,307 0,540 0,337 0,643 0,630 0,887 0,220 0,523 0,403 
C/N  25,5 21,2 21,1 20,1 27,9 22,7 24,2 20,9 28,0 
Disponibilité de l’eau           
pF3 % 22,5 20,6 25,6 20,6 8,1 19,9 22,4 28,4 29,0 
pF4,2 % 17,7 15,9 19,4 12,1 6,2 13,9 17,2 20,8 20,3 
Calcimétrie-pH           
pH (KCl)  6,0 6,0 5,9 5,8 4,7 5,8 6,9 6,1 6,0 
pH (H2O)  5,6 5,7 5,4 5,9 5,4 5,8 7,0 5,9 6,0 
Complexe absorbant           
Ca me/100g 0,483 0,437 0,197 0,247 0,857 1,367 0,443 0,660 0,367 
Mg me/100g 0,447 0,597 0,173 0,590 0,267 0,363 3,507 0,610 1,440 
K me/100g 0,060 0,033 0,023 0,050 0,050 0,053 0,030 0,060 0,057 
Na me/100g 0,090 0,087 0,043 0,037 0,057 0,050 0,037 0,050 0,053 
Al me/100g 0,010 0,010 0,053 0,010 0,015 0,005 0,005 0,005 0,005 
Mn me/100g 0,013 0,060 0,040 0,080 0,113 0,120 0,005 0,047 0,033 
H me/100g 0,005 0,010 0,010 0,010 0,005 0,010 0,005 0,005 0,005 
S (Ca, Mg, K, Na) me/100g 1,090 1,227 0,540 1,017 1,387 1,953 4,017 1,420 1,947 
CEC me/100g 0,97 1,42 0,65 2,11 2,46 3,23 4,67 1,86 2,08 
TS % 138 105 92 69 55 56 90 86 94 
pHCo  5,8 5,8 5,4 5,5 5,0 5,7 6,8 6,0 5,8 
Eléments totaux           
P mg/kg 616 594 486 469 721 540 423 426 467 
Fe mg/kg 
5750
00 
550000 545000 486333 625000 550000 479000 485000 471167 
Ni mg/kg 4603 5213 7962 5382 943 3911 9336 7338 7962 
Mn mg/kg 2355 2922 4363 8696 1975 2245 6939 4483 6948 
Cr mg/kg 
2092
5 
25165 23926 19446 52638 21107 23704 18533 20417 
Co mg/kg 229 363 601 1107 97 246 1283 849 800 
Al mg/kg 
2867
3 
30067 33458 31075 15363 31643 22853 23137 23045 
Ca mg/kg 232 176 119 244 276 249 483 249 271 
Mg mg/kg 2518 3729 2593 2630 828 1908 25408 4158 8758 
Ca/Mg  0,092 0,047 0,046 0,093 0,333 0,130 0,019 0,060 0,031 
K mg/kg 152 156 147 192 154 155 265 165 174 
Na mg/kg 200 212 204 228 203 222 305 219 236 
SiO2 mg/kg 1,177 1,907 1,230 10,090 0,363 1,390 8,473 8,840 9,147 
Eléments assimilables 
(DTPA) 
          
Fe mg/kg 2,077 4,147 1,817 6,200 19,280 12,720 3,500 6,060 3,213 
Cu mg/kg 0,027 0,093 0,027 0,097 0,143 0,090 0,030 0,067 0,037 
Zn mg/kg 0,067 0,160 0,047 0,147 0,427 0,153 0,087 0,117 0,100 
Mg mg/kg 1,557 9,513 2,893 25,220 14,160 21,867 2,760 13,660 8,460 
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ESM Table 2 : Liste des amorces d’indexages pour le séquençage Illumina MiSeq : InPE.WoLB 
 
PCR Primer, Index 1 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 2 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 3 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 4 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 5 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 6 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 7 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 8 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 9 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 10 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 11 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGGAGTTC 
PCR Primer, Index 12 
5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTC  
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ESM Table 3 : Analyse de la variance par permutation (Permanova ; 719 permutations) entre la matrice de Bray-Curtis 
de la diversité ectomycorhizienne des OTUs et les matrices euclidiennes des paramètres géochimiques des modalités 
étudiées. Hypothèse : Les matrices ne sont pas corrélées. L’Ho est rejetée au risque de 5 %. Un test significatif indique 
donc que les matrices sont corrélées : 
- non significatif ; * : peu significatif ; ** : significatif ; *** : très significatif ; **** : extrêmement significatif 
 
  
 Matrice de Bray Curtis matrix de la diversité ectomycorhizienne 
Matrice euclidienne des 
paramètres 
géochimiques des sols 
Arbres 
présents sur 
les sites 
sélectionnés 
A. spirorbis semés sur les 
sols des sites prélevés 
E. terreticornis semés 
sur les sols des sites 
prélevés 
C/T -   
MO 0,7292 0,6363 0,3458 
Corg 0,7333 0,6371 0,3474 
N 0,9653 0,3915 0,7016 
pF3 0,1319 0,04985 * 0,03254 * 
pF4,2 0,3 0,3226 0,04683 * 
pHKCl 0,1639 0,7864 0,02996 * 
pHeau 0,06944 0,8433 0,1313 
P 0,001389 ** 0,02111 * 0,009722 ** 
Fe 0,002778 ** 0,03545 * 0,0003968 *** 
Ni 0,075 0,2637 0,004563 ** 
Mn 0,1139 0,3193 0,153 
Cr 0,03611 * 0,02067 * 0,09742 
Co 0,04444 * 0,2685 0,06845 
Al 0,04583 * 0,1819 0,06111 
Ca 0,4861 0,8323 0,2163 
Mg 0,1431 0,8803 0,008333 ** 
K 0,2556 0,8349 0,3929 
Na 0,1125 0,7728 0,2673 
SiO2 0,1792 0,07645 0,18 
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Chapitre 3 
Potentiel de la plante nurse A. spirorbis pour la restauration du site 
minier du Koniambo avec Tristaniopsis spp. 
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Introduction du Chapitre 3 
Objectif : 
Afin d’évaluer les capacités d’A. spirorbis à faciliter l’installation d’espèces cibles de restauration écologique, 
des essais terrains sur des sites dégradés sont menés en utilisant A. spirorbis comme plante outil facilitatrice 
plantée avec des plants cibles de restauration. Cela dans l’objectif de déterminer si A. spirorbis peut améliorer 
le développement des plants cibles et permettre un enrichissement des communautés ectomycorhiziennes  qui 
permettrait une meilleure installation des essences. 
Résultats principaux :  
Les résultats de ce chapitre fait l’objet de deux articles en cours de préparation à la soumission. 
Trois essais terrains furent mis en place dans le cadre de ce chapitre, mais l’un deux ne fut pas mené à termes 
suites à de graves problèmes techniques qui nécessitèrent son abandon.  
Des deux essais restant, l’un a permis d’évaluer la distance d’action d’A. spirorbis en place depuis une douzaine 
d’années sur les espèces cibles : T. callobuxus (ectomycorhizien) et D. viscosa (endomycorhizien non 
ectomycorhizien). Il apparait d’une part que la distance  de plantation d’A. spirorbis n’a pas d’influence sur le 
développement des T. callobuxus, mais on constate une amélioration pour les D. viscosa. D’autre part, même 
à plus de 10 mètres de distance, les A. spirorbis ont transmis une partie de leur cortège ectomycorhizien aux 
plants cibles ectomycorhiziens : T. callobuxus. 
Le deuxième essai qui met en jeu plusieurs modalités de parcelles plantés avec deux espèces cibles T. guillainii 
(ectomycorhizien) et D. viscosa et l’espèce nurse A. spirorbis sur deux types de sols : un stérile minier simple 
et un enrichis d’une couche de topsoil. Il en ressort que les plants de D. viscosa et A. spirorbis se développent 
clairement mieux sur le sol amendé en topsoil comparé au simple stérile minier mais on n’observe pas d’effet 
sur le développement du à la facilitation. Concernant la diversité ectomycorhizienne, on observe un transfert 
d’A. spirorbis vers T. guillainii quel que soit le type de sol, sans pour autant qu’il y est enrichissement. Une 
dominance des lineages Thelephoraceae et Sclerodermataceae se met en place 
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Conséquences pour l’itinéraire technique : 
Ces résultats nous permettent d’envisager l’utilisation d’A. spirorbis en restauration écologique des sites 
miniers dégradé. Cette utilisation consisterait à se servir d’A. spirorbis comme plante facilitatrice pour 
améliorer l’implantation d’espèces pour la restauration d’un site.  Ainsi l’on pourrait mettre en place un 
itinéraire technique pour initier un processus de restauration écologique des maquis miniers avec A. spirorbis. 
Cet itinéraire consisterait à  planter dans un premier temps uniquement des A. spirorbis, d’en couper une 
première partie après quelques années pour planter des essences de restauration écologiques adaptés au site à 
restaurer en veillant à mêler espèces ectomycorhiziennes et endomycorhizienne, puis de continuer à couper 
progressivement les  A. spirorbis et repeupler l’espace ainsi libérer, enfin de recréer à terme une couverture 
végétale. 
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Article 3: Utilisation d’A. spirorbis, plante ectomycorhizienne facilitatrice pour initier la restauration 
écologique d’un site minier dégradé avec des espèces endémiques. 
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Résumé 
Un essai de 1 hectare (1.680 plants) a été mis en place sur le massif du Koniambo en Nouvelle-Calédonie afin 
de tester les capacités d’Acacia spirorbis à initier un processus de restauration écologique des écosystèmes 
d’altitude dégradés par l’exploitation minière. Dans ce cadre, des plants d’A. spirorbis (plante nurse 
ectomycorhizée), de Dodonea viscosa (plante nurse témoin non ectomycorhizée) et de Tristaniopsis guillainii 
(plante cible) ont été plantés en deux temps : 2014 et 2016, suivant différentes modalités. Ces modalités visent 
à mettre en évidence le rôle d’A. spirorbis comme plante nurse via la mise en place d’un réseau commun de 
mycorhization. Cet essai met en évidence le rôle favorable d’un apport de topsoil sur la croissance d’A. 
spirorbis et de D. viscosa. En ce qui concerne la croissance, après 12 mois nous n’avons pas mis en évidence 
d’effet significatif de la plante nurse sur la plante cible. La diversité des partenaires fongiques 
ectomycorhiziens a été constatée dans les différentes situations de l’essai, en pépinière et dans les écosystèmes 
de référence, par séquençage Sanger des ITS. Les analyses de ces données de séquençage nous ont permis de 
constater les diversités des cortèges ectomycorhiziens associés à A. spirorbis et T. guillainii dans ces 
différentes situations et notamment l’existence d’OTUs communes à ces espèces. Ainsi, l’établissement d’A. 
spirorbis est de nature à permettre le développement d’un cortège ectomycorhizien bénéfique à l’établissement 
et à la croissance d’une plante cible de la restauration écologique : T. guillainii. 
 
Mots clés : Nouvelle-Calédonie ; Ectomycorhizes ; Topsoil ; Restauration écologique ; Facilitation ; ITS 
fongiques.   
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Introduction 
En Nouvelle-Calédonie un hot spot de biodiversité où des contraintes édaphiques fortes ont conduit à l’échec 
de trop nombreux essais de revégétalisation, la restauration écologique des sites dégradés nécessite des 
solutions innovantes. Dans ce cadre, des itinéraires techniques de restauration écologiques, fondés sur la 
facilitation entre plantes en utilisant le système plante nurse/plantes cibles sont en cours de mise au point, 
notamment par des recherches afin de comprendre les interactions entre les plantes et les microorganismes du 
sol afin d’optimiser ces itinéraires. 
Afin d’améliorer les chances de réussite de la réhabilitation des sites dégradés, les opérateurs ont très tôt 
compris l’importance des topsoils et inclus leur gestion dans leurs itinéraires techniques. Ainsi, Bordez et al., 
2016 ont décrit la diversité des topsoils des écosystèmes d’altitude du massif du Koniambo ; dans sa thèse 
(Bordez, 2015) l’impact de la conservation en verse de certains de ces topsoils sur leurs propriétés pour la 
revégétalisation sont décrites. Nonobstant l’importance des topsoils, moins d’un quart des surfaces à restaurer 
du Koniambo pourront recevoir un apport de topsoil (Leveau, communication personnelle). Dans ces 
conditions, il faut aussi et nécessairement trouver une solution qui permette de recréer rapidement des 
conditions édaphiques acceptables pour les plantes cibles de la restauration écologique. Compte tenu de nos 
connaissances acquises dans le cadre de cette thèse, nous proposons d’apporter des éléments nouveaux pour 
l’utilisation d’A. spirorbis comme plante nurse et aussi de l’importance d’un apport de topsoil lors de la 
plantation. 
Ainsi, afin de répondre à la question : - le potentiel symbiotique, fixateur d’azote et ectomycorhizien d’A. 
spirorbis est-il un atout pour l’utilisation de cette espèce comme plante nurse ? Nous avons mis en place un 
essai de plantation sur le terrain, en situation réelle d’un maquis d’altitude dégradé par l’activité minière. 
L’essai a été conçu en deux phases de plantation : une phase d’établissement préalable de la plante nurse pour 
permettre le développement de son cortège symbiotique, puis une phase d’éclaircie pour la replantation avec 
une espèce cible de la restauration écologique. 
La facilitation pouvant résulter de l’environnement créé par la plante nurse, nous avons sélectionné une espèce 
qui présente un développement aérien initial relativement semblable à celui d’A. spirorbis en sélectionnant D. 
viscosa. Cette espèce, par contre, diffère d’A. spirorbis par ses capacités symbiotiques exclusivement 
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mycorhizienne arbusculaires et donc par son incapacité à former des ectomycorhizes et des nodosités racinaires 
fixatrice d’azote. L’écosystème d’origine, comme les écosystèmes adjacents au site d’étude étant naturellement 
dominés par T. guillainii, cette espèce, connue pour sa capacité à former des ectomycorhizes avec une diversité 
de champignons ectomycorhiziens (Waseem et al., 2017), a été choisie comme plante cible de la restauration 
écologique. Parmi les techniques de restauration écologique, l’apport de topsoil est une pratique courante, 
notamment pour le stock de semences apporté et également l’apport d’un cortège de microorganismes 
favorable à la végétation. Ainsi, l’essai a été divisé en deux parties, une moitié de la surface a bénéficié d’un 
apport de topsoil et l’autre non.  
Pour cet essai, des plants de ces trois espèces ont été produits en pépinière afin d’être prêts à planter lorsqu’une 
pluviométrie jugée suffisante serait atteinte au début de l’année 2014. La seconde phase de l’essai a été mise 
en place en 2016 après éclaircie des plantations des espèces nurses. Tout au long de cet essai, la croissance des 
plants a été contrôlée trimestriellement afin de rendre compte de son évolution. A la sortie de pépinière puis 
ensuite après 12, 18 et 36 mois, la diversité des ectomycorhizes d’A. spirorbis et de T. guillainii a été 
caractérisée par séquençage Sanger des ITS des champignons. Cette caractérisation a également été faite sur 
des T. guillainii présents dans les maquis jouxtant la plantation. 
 
Cet essai permettra donc de mieux cerner le potentiel « nurse » d’A. spirorbis en apportant des connaissances 
sur :  
1- La capacité d’A. spirorbis à fournir à la plante cible un environnement favorable à son 
implantation et son développement ; cette capacité est évaluée également avec une autre 
espèce morphologiquement proche, D. viscosa afin d’évaluer l’importance de la composante 
symbiotique d’A. spirorbis, 
2- La diversité du cortège ectomycorhizien qui s’établit directement sur stérile minier ou dans 
un topsoil apporté, 
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3- La diversification au cours du temps du cortège ectomycorhizien d’A. spirorbis et l’impact 
potentiel des écosystèmes naturels encore en place dans l’environnement proche sur cette 
diversification, 
4- Les taxons fongiques ectomycorhiziens communs entre A. spirorbis et T. guillainii, potentiel 
acteur d’un réseau ectomycorhizien commun, 
 
 
Matériels et méthodes 
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (R Development Core Team 2011).  
 
Plan expérimental et caractérisation géochimique du stérile minier et du topsoil apporté   
Les plantations ont été réalisées sur une surface d’environ 1ha à une altitude comprise entre 708 et 688 m entre 
les latitudes 20°59’49,35’’S et 20°59’52,15’’S et les longitudes 164°47’28,32E et  164°47’23,52E sur la partie 
exploitée du massif Koniambo. Les conditions environnementales du Koniambo sont décrites dans Perrier et 
al. (2006). Le site, situé entre deux collines de maquis minier non impacté par l’activité minière avec une pente 
de l’ordre de 20 m par 100 m parcouru. La végétation initialement présente a été retirée en totalité ainsi que le 
topsoil mettant à nu des horizons plus profonds qualifiés de stérile minier. Les maquis miniers adjacents sont 
composés d’une végétation endémique diversifiée, maquis caractérisé par la présence récurrente de T. guillainii 
(Waseem et al., 2017). 
Afin d’évaluer au mieux les capacités d’A. spirorbis à assurer un rôle de plante nurse, après un sous-solage à 
40 cm de profondeur sur l’ensemble du site et épandage d’une couche de 30 cm d’un mélange composé de 1/3 
de tout venant rocheux et de 2/3 de latérites, une plantation été réalisé sur deux types de substrat : 1- 
directement sur le stérile minier (SM) composé essentiellement de latérites et de blocs de saprolites plus ou 
moins fragmentées et 2- sur le SM recouvert d’une couche de topsoil de 20 cm (TS), topsoil issu des couches 
superficiels d’un maquis ligno-herbacée récolté puis stocké 6 mois en verse sur le massif du Koniambo. Des 
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axes de drainages ont été creusés afin de permettre le bon écoulement des eaux pluviales et éviter les coulées 
de sols.  
Les caractéristiques géochimiques des substrats ont été analysés sur les paramètres : matière organique : 
matière organique totale (MO), carbone organique (Corg), azote total (Ntot) et rapport C/N ; la disponibilité 
en eau : pF3 et pF4,2 ; les pH eau et pH KCl ; les éléments échangeables du complexe  absorbant : calcium 
(Ca), magnésium (Mg), potassium (K), sodium (Na), aluminium (Al), manganèse (Mn), hydrogène (H), la 
somme des éléments Ca, Mg, K et Na, la capacité d’échange cationique (CEC) et le pH Conductivité ; les 
éléments totaux : P, Fe, Ni, Mn, Cr, Co, Al, Ca, Mg, K, Na, la teneur en silice (SiO2) et le rapport Ca/Mg ; les 
éléments assimilables (extractibles par ICP-DTPA) : Fe, Cu, Zn et Mg.  
Le substrat SM est composé de latérites et de saprolites, caractéristique d’un sol pauvre en nutriments et riches 
en minéraux tels que le chrome, le cobalt, le nickel, le fer.  
Les plantations ont été réalisées en deux temps afin d’évaluer l’importance du développement des 
communautés ectomycorhiziennes d’A. spirorbis pour un meilleur transfert de ces partenaires symbiotiques 
vers les espèces cible. Ainsi la plantation a été réalisée en deux temps : la première partie de la plantation a eu 
lieu en mars 2014 et la deuxième partie en mars 2016. Les plantations ont suivi dans le cadre de ma thèse 
jusqu’en mars 2017 ; soit 36 mois pour les arbres issus de la première partie de la plantation et 12 mois pour 
ceux issus de la deuxième partie de la plantation. L’espèce cible utilisée est T. guillainii une myrtacée 
endémique du maquis minier. Afin d’évaluer la contribution de l’ectomycorhization à l’effet nurse d’A. 
spirorbis, des plants de D. viscosa une espèce à mycorhizes arbusculaires et non ectomycorhiziennes, 
couramment utilisée en restauration écologique pour sa croissance rapide et sont port assez semblable à celui 
d’A. spirorbis dans les premières années de croissance, ont été planté comme plante nurse témoin.  
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Les huit modalités de plantation des parcelles sont : 
- A. spirorbis mono-planté en 2014 (36 mois) 
- D. viscosa mono-planté en 2014 (36 mois) 
- A. spirorbis co-planté avec D. viscosa en 2014 (36 mois) 
- A. spirorbis en 2014 (36 mois) co-planté avec T. guillainii en 2016 (12 mois) 
- T. guillainii mono-planté en 2016 (12 mois) 
- T. guillainii et A. spirorbis co-plantés en 2016 (12 mois) 
- A. spirorbis mono-planté en 2016 (12mois) 
- Témoin non planté 
 
Trois répétitions  de chaque modalité sont répétées sur chaque substrat, SM et TS, ce qui fait un total de 48 
parcelles dont 42 plantées. Chaque parcelle mesure 9 m de long sur 6 m de larges. Les 40 plants de chaque 
parcelle sont plantés avec un écartement de 1 m par 1 m soit une densité de 10.000 plants à l’hectare. Pour les 
co-plantations, les plants de chaque espèce sont alternés. Ainsi le dispositif comptabilise 1.680 plants. La 
Figure 1 représente le plan du dispositif de plantation. Après leurs plantations les plants ont été arrosés une 
fois afin d’éviter un choc de transplantation trop important.  
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Figure 1 : Schéma du dispositif expérimental de la plantation. La partie sur fond vert a reçu un apport de topsoil (TS) et 
la partie en rose non (SM). Les parcelles élémentaires sont représentées par des rectangles unis (répétition 1), hachurés 
(répétition 2) et pointillés (répétition 3), de couleur rouge (plantés en 2014) : 1- A. spirorbis, 2- D. viscosa, 3- A. spirorbis 
+ D. viscosa, 4- T. guillainii ; jaune : 6- A. spirorbis (2014), éclaircie 50 %/replantation T. guillainii (2016), 7- D. viscosa, 
éclaircie 50 %/replantation T. guillainii (2016), 8- A. spirorbis + D. viscosa, éclaircie 50 %/replantation T. guillainii 
(2016) ; blanche : 5- sol nu. Les traits bleus figurent les drains, l’hexagone bleu, un bassin de décantation des eaux 
pluviales et la partie grise, la piste d’accès. 
 
Suivi du développement de la plantation 
Le développement des 1.680 plants a été contrôlé tous les trois mois par la mesure du diamètre au collet des 
plants. A l’issue des 36 mois, la totalité des plants morts ou manquant ont comptés afin d’en déduire le taux 
de survie.  
Des boîtes à moustaches représentant la croissance moyenne mensuelle du diamètre au collet des plants 
permettent d’évaluer l’effet du topsoil et des modalités de plantation sur le développement des plants. Ces 
représentations graphiques sont appuyées d’un test de Kruskal Wallis réalisés avec l’algorithme 
« kruskal.test » du package R « stats ». 
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Echantillonnage des racines ectomycorhizées 
Des échantillons de racines ectomycorhizées ont été prélevés sur les plants avant et après plantation ainsi qu’en 
2014, sur les T. guillainii naturellement présents dans les écosystèmes adjacents de la plantation. Ainsi, des 
prélèvements ont été réalisés en 2014 sur les plants d’A. spirorbis et en 2016 sur les plants d’A. spirorbis et de 
T. guillainii avant leur plantation.  Des prélèvements ont également été réalisés sur les plants d’A. spirorbis 
plantés en 2014, après 18 mois et 36 mois ; et pour les plants d’A. spirorbis et de T. guillainii plantés en 2016, 
après 12 mois.  
Avant la plantation, sur 10 % des plants sélectionnés aléatoirement, une vingtaine de racinés ectomycorhizées 
sont prélevées. Une fois plantés, 3 plants par parcelles sont prélevés de 20 racines ectomycorhizées. Le temps 
du transport, les échantillons sont placées dans une solution à 2% de cetyltrimethylammoniumbromide 
(CTAB), de 100 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 1,4 M NaCl et 20 mM d’EDTA,  puis sont conservées à -20°C au 
laboratoire avant analyse. 
Les ectomycorhizes ont été isolées du reste du chevelu racinaire sous loupe binoculaire puis lavées à l’eau 
milliQ pour les débarrasser au mieux des traces de sol et du CTAB en vue de l’analyse moléculaire. 
 
Analyse moléculaire des ectomycorhizes 
L’ADN des ectomycorhizes isolées a été extrait avec le procédé d’extraction Wizard Genomic DNA 
Purification (Promega, Charbonnière-les-Bains, France) en suivant le protocole décrit par Carriconde et al. 
(2008). A partir des ADN ainsi extrait, un fragment d’approximativement 650 pb d’ADN ribosomique est 
amplifié en utilisant les amorces ITS1F (5'-TTTCCGTAGGTGAACCT-3' ; (Gardes et Bruns, 1993) et ITS4 
5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' ; (White et al., 1990) La réaction de PCR utilisée pour l’amplification 
est préparée dans un volume total de  25 μL composé de : 1 μL d’ADN dilué au 1/20, 1 μM de chaque amorce, 
1,5 unités de Taq polymérase (Promega, Charbonnières, France), 5 μL de buffer 5X Promega Taq polymerase, 
2 mM de MgCl2 et de 200 μM de dNTP Promega. L’amplification est réalisée avec un thermocycleur 
Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Hamburg, Germany) programmé comme suit : un cycle de 3 min à 
94°C, suivi de 35 cycles de 45 s à 94°C, 45 s à 55°C, 1 min à 72°C et d’une extension final de 10 min à 72°C. 
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Les produits de PCR sont contrôlés sur un gel d’électrophorèse à 1 % d’agarose (Sigma) à 0,5 % de tampon 
TBE et 2 μL de bromure d’ethidium (BET, 10 μg/mL pour 100 mL de gel). Un marqueur de taille de 1.000 pb 
(Promega) est utilisé pour estimer la taille des fragments. Les bandes d’ADN sont ensuite visualisées par 
fluorescence sous lumière UV. Les échantillons avec des bandes simples, bien définies sont séquencés avec 
les amorces ITS4 and ITS1 par Genoscreen (Genoscreen, Lille, France) en utilisant l’analyse génétique basé 
sur l’électrophorèse capillaire ABI3730XL.  
 
Analyse des données de séquençage 
Les séquences obtenues sont analysées comme suit : les séquences ITS1 et ITS4 sont analysées et assemblées 
en contigs suivant l’assemblage De novo avec le logiciel Geneious® 7.1.9 software (Biomatters Ltd.). Les 
séquences d’ITS sont assignées à des unités taxonomiques opérationnelles (OTU) en utilisant un seuil 
d’homologie de 97 % entre les séquences, comme indiqué par (Smith et al., 2013) en utilisant le logiciel en 
ligne CD-Hit Est® (Li et Godzik, 2006). Les OTUs sont ensuite affiliées à un lineage phylogénétique fongique 
avec l’algorithme BLASTn de NCBI, puis les OTUs identifiées sont ensuite regroupées selon les lineages 
formellement identifiés comme ectomycorhiziens par Tedersoo et al. (2010). 
 
Analyse statistiques de la diversité fongique en fonction des conditions de plantation 
La qualité de l’échantillonnage a été évaluée grâce aux indices de diversité observés et estimés jusqu’à 
l’asymptote de : la richesse spécifique °D qui permet de compter les taxons sans prendre en compte leur 
abondance relative, l’indice de diversité de Shannon 1D qui comptabilise les taxons en proportion de leur 
abondance et de l’indice de diversité de Simpson 2D qui mesure la probabilité que deux individus sélectionnés 
au hasard, appartiennent à la même espèce. Ces indices sont calculés avec les algorithmes « ChaoRichness », 
« ChaoShannon » et « ChaoSimpson » du package R « Inext » (Hsieh et al., 2016).  
Des représentations graphiques présentent la composition en lineages fongiques identifiés sous forme de 
camemberts selon l’espèce hôte et la provenance : A. spirorbis ou T. guillainii plantés sur l’essai et T. guillainii 
du maquis adjacent. La répartition de ces lineages selon l’hôte (A. spirorbis ou T. guillainii), le type de sol 
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(topsoil ou stérile minier), le stade/âge des plantations (t0, 12 mois, 18 mois, 36 mois) et la co-plantation ou 
non avec une autre espèce. 
Des tests Chi2 d’indépendance, réalisés avec l’algorithme  « chisq.test » du package R « stats » permettent de 
comparer les communautés ectomycorhiziennes totales selon l’espèce hôte : A. spirorbis ou T. guillainii 
plantés sur l’essai et T. guillainii du maquis adjacent, afin de comparer si il y a des différences entre les deux 
espèces et également si les communautés du maquis adjacent interagissent avec les espèces plantées. 
Ces calculs sont appuyés de diagrammes de Venn réalisés avec Venny 2.1 afin de mettre en évidence les OTUs 
partagés en fonction des espèces hôtes (A. spirorbis, T. guillainii plantés sur l’essai et T. guillainii du maquis 
adjacent) et selon les types de sols (topsoil, stérile minier et pépinière). 
L’influence des composants des sols sur la diversité est évaluée avec un test de Mantel basé sur la corrélation 
de Pearson avec l’algorithme « vegdist » du package R « vegan » (Jari Oksanen) (Chao et al., 2005). 
Une Non-metric Multidimensional Scaling (NMDS) va permettre de représenter sur deux dimensions la 
répartition des lineages ectomycorhiziennes en fonction de l’hôte et du type de sol. Cette analyse est réalisée 
avec l’algorithme « metaMDS » du package R « vegan » (Jari Oksanen). 
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Résultats 
Composition géochimique des substrats de plantation   
Les analyses géochimiques réalisées sur les deux substrats du site de plantation SM et TS sont présentées à 
L’ESM Table 1. Le substrat SM présente un contenu deux fois moins riche en matière organique, carbone 
organique et azote que le substrat TS. Les rapports C/N de TS : 22,393 et SM : 20,543 ne sont pas 
significativement différents. La disponibilité en eau pF3 et pF 4,2 est plus importante sur TS. Concernant le 
pH KCl, il est plus élevé sur TS (20,794 contre 17,294) et pour le pH eau bien que proche de la neutralité pour 
les deux substrats, il est sensiblement plus élevé sur SM (7,10 contre 6,31). Concernant les éléments 
échangeables, la CEC, le pH Conductivité et le complexe absorbant sont un peu plus élevés sur SM. Les 
compositions en éléments totaux Cr, Co, Al, Ni, Fe, Mn et Mg sont relativement importante, très caractéristique 
des latérites et saprolites, les deux substrats ont des teneurs très similaires importantes sauf pour le Ca, le Mg 
et le K qui sont presque deux fois plus importante sur le substrat SM. Le rapport Ca/Mg est plus de deux fois 
plus important sur SM que sur TS. Enfin les éléments assimilables sont en quantités bien plus importantes sur 
TS. Le substrat TS est donc, au sens agronomique, plus riche que le SM. 
 
Développement des arbres en fonction du type de substrat et de la présence de l’espèce nurse 
Le test de Kruskal-Wallis entre les deux types de substrats SM et TS est non significatif au risque de 5 % avec 
un Chi2 de 4,563 et une p-value de 0,03267 pour A. spirorbis. Cela signifie que le type de substrat influe 
significativement sur la croissance des plants d’A. spirorbis. Pour D. viscosa, le Chi2 est de 5,429 et la p-value 
de 0,01981 donc au risque de 5 % le test est non significatif. Donc, pour cette espèce, le type substrat influe 
aussi sur la croissance. Enfin pour T. guillainii, le Chi2 est de 0,4386 et la p-value de 0,5078 donc au risque 
de 5 % le test est significatif. Pour cette espèce, après seulement 12 mois d’une croissance très lente, le type 
de substrat n’a pas d’influence significative sur la croissance des plants.  
La croissance moyenne mensuelle du diamètre au collet des trois espèces mesurées : A. spirorbis, D. viscosa 
et T. guillainii est présentée Figure 2. Il apparait qu’A. spirorbis a une croissance significativement supérieure 
sur le sol amendé TS comparé au sol SM (Figure 2.a). Il apparait également que ce sont sur les arbres plantés 
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depuis 36 mois que la croissance est la plus importante (0,8 à 1,25 mm/mois) comparé aux arbres plantés 
depuis 12 mois (0,4 à 0,8 mm/mois ; Figure 2.a). Il apparait le même constat pour les plants de D. viscosa qui 
ont une croissance significativement supérieure sur le sol amendé TS comparé au sol SM (Figure 2.b), 
notamment pour les parcelles mono-spécifiques (approximativement 0,38 pour SM et 0,65 pour TS. Par contre, 
pour les parcelles co-plantées avec A. spirorbis, l’écart est beaucoup moins important (approximativement 
0,38 pour SM et 0,45 pour TS ; Figure 2.b). Pour T. guillainii, les différences de croissance sur sol SM et TS 
ne sont pas significatives différentes (Figure 2.c). 
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Figure 2 : Accroissement moyen mensuel du diamètre au collet selon le substrat, la co-plantation avec une espèce et l’âge 
des plants à compter de leur plantation sur le site des : a : A. spirorbis ; b : D. viscosa ; c : T. guillainii (SM : substrat 
stérile minier ; TS : substrat stérile minier additionné de topsoil. co-p As : co-planté avec A. spirorbis ; co-p As 36 mois : 
co-planté avec A. spirorbis âgé de 36 mois ; cop-p Tg : co-planté avec T. guillainii ; co-p Dv : co-planté avec D. viscosa ; 
mono-p : mono-planté). 
 
 
 
Etat des lieux de la diversité fongique 
La  liste des ectomycorhizes échantillonnées est présenté Table 1. Il apparait que quel que soit l’espèce, le type 
de sol, la modalité de plantation ou le nombre de mois après plantation les séquences ITS obtenues 
appartiennent en majorité à des taxons ectomycorhiziens connus. 
 
!! "($!
Table 1 : Nombre de séquences ITS obtenues à partir de l’échantillonnage des ectomycorhizes et nombre 
d’OTUs à 97 % d’homologie formées à partir de ces séquences. 
  OTUs 97 % Séquences 
Tous champignons 
confondus 
Total 191 744 
Champignons ECM 
Total 134 682 
Sur sol SM 61 225 
Sur sol TS 134 265 
Associés aux T. 
guillainii du maquis 
20 26 
Associés aux T. 
guillainii plantés 
54 182 
Associés aux A. 
spirorbis plantés 
78 474 
 
 
Les indices de diversité (Table 2), indiquent que l’échantillonnage est représentatif à hauteur de 10 à 32 % de 
la richesse estimée. Avec une richesse spécifique des espèces fongique totale atteignant 26 % de la richesse 
estimée, et qui atteint 32 % pour les champignons ectomycorhiziens. Sur les sols SM on atteint 18 % de la 
richesse ectomycorhiziennes estimée et près de deux fois plus sur les sols TS (32 %). Concernant les espèces 
hôtes, 10 % de la richesse estimées a été échantillonnée pour les T. guillainii du maquis adjacent, quand elle 
atteint 35 % pour les T. guillainii plantés et 30 % pour les A. spirorbis plantés. Les indices de diversité de 
Shannon sont presque tous supérieur à 3, sachant que l’indice est généralement échelonné entre 0 et 5, cela 
traduit une diversité relativement élevée. Concernant l’écart entre l’indice mesuré et l’indice estimé, la 
différence est inférieure à 1 sauf pour les T. guillainii du maquis adjacent. Ainsi pour les échantillons fongiques 
totaux l’indice de Shannon atteint 4,012 et est légèrement plus faible (3,699) pour les espèces 
ectomycorhiziennes. Concernant le type de sol, l’indice de Shannon est très légèrement plus élevé sur le sol 
TS (3,699 contre 3,538 sur sols SM). Pour l’espèce hôte, l’indice de Shannon est très similaire entre A. 
spirorbis (4,221) et T. guillainii (4,368). C’est sur les T. guillainii du maquis adjacent qu’il est le plus faible 
(2,996) avec une richesse estimée atteignant presque 5.5. 
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Enfin, d’après l’indice de Simpson les probabilités d’observer des individus du même taxon sur les 
communautés associés aux arbres des sols échantillonnés sont très élevées (entre 94 et 96 %). Cette probabilité 
n’augmente pratiquement pas pour l’indice estimé sauf pour les T. guillainii du maquis adjacent pour lesquels 
cette probabilité atteint 100 %.  
 
Table 2 : Indices de diversité observées et estimées de la distribution des OTUs fungiques totales et 
ectomycorhiziennes selon l’espèce hôte et le type de sol, basés sur le package R « iNext » (Hsieh et al. 2016). 
 
 
 
La répartition des principaux lineages ectomycorhiziens échantillonnés sur A. spirorbis et T. guillainii plantés 
et en milieu naturel est présentée Figure 3. Pour les deux espèces plantées, on note que les Thelephoraceae, 
les Sclerodermataceae et les Sordariales représentent les lineages les plus représentés à hauteur de 59 %, 13 
% et 10 % des OTUs  ectomycorhiziennes échantillonnées sur A. spirorbis (Figure 3a) et 37 %, 19 % et 11 % 
pour T. guillainii (Figure 3b). Pour les A. spirorbis plantés (Figure 3a), les lineages minoritaires représentés 
en proportions inférieurs à 10 % sont les Dothideomycetes incertae sedis (7 %), les Pezizales (4 %), les 
  Richness 0D Shannon 1D Simpson 2D 
  Observé Estimé Observé Estimé Observé Estimé 
Tous 
champignons 
confondus 
Total 191 (26 %) 750,380 4,012 4,399 0,953 0,954 
Champignons 
ECM 
Total 134 (32 %) 418,052 3,699 3,956 0,944 0,945 
Sur sol SM 61 (18 %) 334,862 3,538 4,435 0,941 0,949 
Sur sol TS 134 (32 %) 418,052 3,699 3,956 0,944 0,945 
Associés aux 
T. guillainii du 
maquis 
20 (10 %) 200,500 2,996 5,498 0,950 1 
Associés aux 
T. guillainii 
plantés 
54 (35 %) 156,090 3,640 4,368 0,958 0,968 
Associés aux 
A. spirorbis 
plantés 
78 (30 %) 259,334 3,670 4,221 0,948 0,952 
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Pleosporales (4 %), les Helotiales (1 %) et les Sebacinaceae (1 %). Pour les T. guillainii plantés (Figure 3b), 
les lineages minoritaires représentés en proportions inférieurs à 10 % sont les Pezizales, (7 %), les Helotiales 
(7 %) et les Russulaceae (4 %) ainsi que 15 % de champignons ectomycorhiziens non identifiés. Pour les T. 
guillainii  du maquis adjacent (Figure 3c), les taxons les plus représentés sont les Helotiales et les 
Cortinariaceae qui représentent respectivement 30 % et 20 % des OTUs. Les Thelephoraceae  ne représentent 
que le 3ème lineage ectomycorhizien le plus représenté (15 %), suivi des Pezizales (10 %) et des Russulaceae 
(10 %). On note que les Cortinariaceae ne sont pas représentés sur les A. spirorbis et T. guillainii plantés 
(Figure 3a et b). Les lineages minoritaires représentés en proportions inférieurs à 10 % sont les 
Tricholomataceae (5 %), les Hymenochaetales (5 %) et les Atheliaceae (5 % ; Figure 3c), à noter que ces 
lineages sont également absents sur les A. spirorbis et T. guillainii plantés (Figure 3a et b).  
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Figure 3 : Proportions des lineages ectomycorhiziens associés : a : à A. spirorbis plantés ; b : à T. guillainii 
plantés ; c : à T. guillainii du maquis adjacent 
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Diversité en fonction du type de sol et de la co-plantation 
Les proportions des OTUs des principaux lineages ectomycorhiziens en fonction de l’espèce hôte, du type de 
sol et de la durée de plantation sont représentées Figure 4.   
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Figure 4 : Proportions d’OTUs en % des principaux lineages des champignons mycorhiziens associés : a : à 
A. spirorbis ; à T. guillainii (SM : stérile minier ; TS : topsoil ; co-p Tg : Co-plantation avec T. guillainii ; co-
p Dv : Co-plantation avec D. viscosa ; co-p As : Co-plantation avec A. spirorbis ; t0 : plants en pépinière avant 
plantation ; w : arbres du maquis adjacent). 
 
Pour les A. spirorbis (Figure 4a), on note qu’il y a nettement plus d’OTUs identifiées sur les plants avant 
plantation (37 OTUs) que sur les plants échantillonnés après plantations (entre 5 et 12 OTUs). Par contre, très 
peu de lineages différents sont représentés à t0 et la plupart sont toujours représentés au cours de l’évolution 
des plantations. Dans la plupart des modalités, le lineage des Thelephoraceae est le plus représenté du début 
jusqu’à la fin de l’expérience (36 mois). En début d’expérience, le lineage des Sclerodermataceae était assez 
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présent notamment à 12 mois, il est de moins en moins présent par la suite.  Les lineages des Sordariales, des 
Glomeromycetes (mycorhiziens arbusculaires) et des Dothideomycetes incertae sedis présents sur les plants 
en pépinière sont pratiquement inexistants une fois les plants plantés sauf pour les Sordariales qui sont toujours 
présents après 12 mois sur le substrat TS co-planté avec T. guillainii. De nouveaux lineages apparaissent, une 
fois plantés, les Pezizales, les Pleosporales, les Helotiales, les Cortinariaceae et les Sebacinaceae. Les 
Helotiales n’apparaissent que sur A. spirorbis en place sur TS depuis 36 mois associés à T. guillainii depuis 
12 mois. Les Cortinariaceae et les Sebacinaceae n’apparaissent que sur A. spirorbis en place depuis 36 mois 
avec D. viscosa sur SM. 
Pour les T. guillainii (Figure 4b), on note des proportions d’OTUs, pour les arbres du maquis adjacents et pour 
les plants de pépinière, deux fois plus importante (respectivement 20 et 22 OTUs) que sur les plants après 
plantation (entre 5 et 12 OTUs). Sur les arbres du maquis on recense 8 lineages ectomycorhiziens et 6 sur les 
plants de pépinière, et seulement 3 lineages de communs entre les deux : les Helotiales, les Russulaceae et les 
Thelephoraceae. Ces trois même lineages sont retrouvés sur les plants sur TS après 12 mois. On note également 
la présence de Pezizales sur les plants sur substrat SM alors que ce lineage n’est pas présents à t0 mais est 
présents sur les T. guillainii du maquis adjacent. Les Sclerodermataceae présents sur les plants à t0 sont 
également présents sur les plants après 12 mois, notamment sur ceux co-plantés avec les A. spirorbis 
simultanément. Le lineage des Sordariales présent à t0 est absent de la suite des échantillonnages. Enfin on 
note que c’est la modalité T. guillainii co-plantée simultanément avec A. spirorbis qui présente le plus d’OTUs 
et le plus de lineages différents comparés à t0. On n’observe pas de différences entre les traitements TS et SM 
en termes de nombre d’OTUs. 
Le calcul du Chi2 d’indépendance de Pearson (Table 3) indique que les communautés associées à A. spirorbis 
et à T. guillainii à t0 ont des communautés différentes avec celles des T. guillainii du maquis adjacent. (p-
values de 0,0390 avec T. guillainii et 3,659e-13 avec A. spirorbis). 
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Table 3 : Comparaison de la diversité taxonomique des lineages ectomycorhiziens avec le Chi2 
d’indépendance de Pearson entre les T. guillainii et les A. spirorbis plantés et les T. guillainii du maquis. Un 
test significatif entre deux modalités indique que les communautés ont une distribution indépendantes l’une de 
l’autre (- : non significatif ; * : peu significatif ; ** : significatif ; *** : très significatif ; **** : extrêmement 
significatif). 
 
 T. guillainii maquis 
 p-value Significativité 
T. guillainii plantés 0,0390 ** 
A. spirorbis plantés 3,659e-13 **** 
 
 
L’état des lieux de la diversité fungique à t0 est représenté sous forme de diagramme de Venn (Figure 5a) : 35 
% (28 OTUs) et 20 % (16 OTUs) des OTUs sont respectivement présentes uniquement sur A. spirorbis et T. 
guillainii et 37,5 % (30 OTUs) des T. guillainii du maquis adjacent. Ce diagramme met en avant 7,5 % d’OTUs 
communes (6 OTUs) entres les communautés fongiques totales des A. spirorbis et des T. guillainii provenant 
des pépinières. On note qu’aucune OTUs n’est commune au T. guillainii du maquis adjacent. 
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Figure 5 : Diagrammes de Venn représentant les OTUs de champignons totaux partagés entre : a : A. spirorbis 
et T. guillainii en pépinière avant la plantation et les T. guillainii du maquis adjacent ; b : les individus  
développés 12 à 36 mois sur substrats SM et TS, en pépinière avant la plantation et sur le maquis adjacent ; c : 
A. spirorbis développés en pépinière avant la plantation et après 12 à 36 mois sur TS et SM ; d : T. guillainii 
développés en pépinière avant la plantation et après 12 à 36 mois sur TS et SM ; e : A. spirorbis et T. guillainii 
sur SM ; f : A. spirorbis et T. guillainii sur TS. 
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Concernant l’influence du site, le diagramme en Figure 5b représente l’état des lieux de la diversité fongique 
après 36 mois sur différents types de sols comparé à la diversité à t0 et en maquis naturel. Sur sol SM, 
uniquement 33 % des OTUs (63 OTUs) y sont présente, 19,9 % (38 OTUs) uniquement sur sol TS, 15,2 % (29 
OTUs) à t0 en pépinière et autant sur le maquis adjacent. On observe 11 % d’OTUs présentes sur les substrats 
TS et SM (21 OTUs) dont 5,2 % d’OTUs communes (10 OTUs) uniquement communes aux arbres sur SM et 
sur TS et 5,8 % (11 OTUs) communes également aux plants à t0 en pépinière. A t0, 1,6 % (3 OTUs) des OTUs 
sont communes uniquement aux plants du substrat SM, tandis que 3,7 % (7 OTUs) sont communes avec les 
plants du substrat TS. Seulement une OTU est partagée entre les plants du maquis adjacent et les plants sur 
SM. 
Le diagramme Figure 5c représente la répartition de la diversité pour A. spirorbis entre t0 et après 36 mois sur 
les deux types de substrats. La même répartition avec T. guillainii est représentée Figure 5d.  
Concernant le comportement des champignons selon l’espèce sur un type de sol en particulier, le diagramme 
Figure 5e représente la répartition de la diversité entre T. guillainii et A. spirorbis après 36 mois sur SM. On 
remarque que 60,2 % des OTUs (53 OTUs) sont présentes uniquement sur A. spirorbis et 27,3 % (24 OTUs) 
uniquement sur T. guillainii. Pour le substrat TS (Figure 5f), on remarque que 50 % des OTUs (33 OTUs) sont 
présentes uniquement sur A. spirorbis et 36,4 % (24 OTUs) uniquement sur T. guillainii.   
Le test de Mantel entre les composants des sols et la diversité ectomycorhizienne des OTUs n’est pas 
significatif (p-value de 0.67), ainsi il n’y a pas de corrélation entre les composants des sols et la diversité 
ectomycorhizienne. 
La NMDS à deux dimensions de la diversité ectomycorhizienne des OTUs après 36 mois selon l’espèce et le 
type de sol est présentée Figure 6. Les A. spirorbis sur TS et SM et les T. guillainii sur TS sont sur  la même 
ellipse de confiance concernant les communautés ectomycorhiziennes, ce qui signifie qu’ils ont des diversités 
ectomycorhiziennes assez proches caractérisés par les lineages : Russulaceae, Helotiales, Sclerodermataceae, 
Thelephoraceae, Sebacinaceae et Pleosporales. Les A. spirorbis sur SM sont surtout caractérisés par les 
Sebacinaceae et les Pleosporales tandis que ceux sur sol TS sont caractérisés par les Sordariales. Les T. 
guillainii sur TS sont caractérisées par les Russulaceae et les Helotiales. Les T. guillainii sur SM voient leur 
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communauté ectomycorhiziennes assez différentes de celle des autres et essentiellement caractérisé par les 
Pezizales. 
 
 
Figure 6 : NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) à deux dimensions de la diversité des lineages 
ectomycorhiziens en fonction de l’espèce hôte et du type de sol. Le cercle représente l’ellipse de confiance à 
97 % des modalités espèce hôte et type de sol. Les encadrés représentes les modalités espèce hôte et type de 
sol. 
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Discussion 
La meilleure fertilité du substrat TS comparé à SM vient de l’apport de topsoil, en effet c’est dans les premier 
centimètres d’un sol que l’on retrouve la majorité de la matière organique, des nutriments et les micro-
organismes (Bordez, 2015). Ainsi, l’amélioration de la vitesse de croissance peut être directement imputée à 
la présence de topsoil. Le fait que l’on ne constate pas cet effet sur les plants de T. guillainii après 12 mois 
peut être dû au manque de temps ; une observation sur un temps plus long aurait pu donner des résultats 
différents, mais aussi à la croissance initiale extrêmement réduite de cette espèce et enfin à la qualité des plants, 
sans doute trop jeune, qui a engendré une mortalité importante suite au choc de transplantation. On constate 
donc que les plants se développement globalement bien mieux sur le sol amendé en topsoil, ce qui est en accord 
avec les études sur l’utilisation du topsoil en restauration écologique (Bordez, 2015 ; Koch et al., 1996). Quand 
cela est possible, l’utilisation des topsoils est donc à recommander.  
Cet essai a révélé une diversité fongique notamment ectomycorhizienne suffisamment représentative pour être 
extrapolée (Chao et al., 2016) malgré le fait qu’elle ne soit pas représentative de la majorité de la richesse 
spécifique estimée.  
Le fait que les Thelephoraceae et les Sclerodermataceae soient les lineages ectomycorhiziens les plus 
représentés, est en accord avec l’étude sur la diversité ectomycorhizienne associée à A. spirorbis sur des sols 
contrastés en Nouvelle-Calédonie, étude faisant l’objet du Chapitre 1 de cette thèse. Sur l’ensemble de l’aire 
de distribution d’A. spirorbis en Nouvelle-Calédonie, les Thelephoraceae représentent le lineage dominant 
avec 28 % des OTUs ectomycorhiziennes. Dans le cadre de notre essai, les Thelephoraceae représentent 59 % 
des OTUs ectomycorhiziennes. Cette dominance des Thelephoraceae n’est pas un phénomène isolé, les 
Thelephoraceae sont reconnus pour leur caractère commun et dominant, leur capacité a dominé dans des 
environnements très différents (Hilszczanska et Zbigniew, 2006 ; Jakucs et Er, 2008; Peintner et Dämmrich, 
2012). Pour les Sclerodermataceae, ils avaient déjà fait l’objet d’études sur le Koniambo avec Pisolithus albus 
(Jourand et al., 2010). Cette espèce a été mentionnée comme fréquente dans les maquis miniers du massif du 
Koniambo et reconnue pour son rôle dans l’adaptation de sa plante hôte à la toxicité du nickel (Jourand et al., 
2014). 
!! ")'!
On constate que les plants d’A. spirorbis et de T. guillainii après plantation présentaient une diversité moins 
importante qu’au départ, cette différence peut s’expliquer par le stress engendré lors de la transplantation, mais 
également au fait que l’échantillonnage est plus facile à contrôler sur des plants élevés en pot qu’une fois mis 
en terre et que le système racinaire se soit développé. Malgré cela, on constate que pour A. spirorbis, la plupart 
des lineages sont présents entre t0 et les échantillonnages après plantations. On assiste donc, pour cette espèce, 
à une réduction de la diversité en termes d’OTUs de façon relativement homogène sur l’ensemble de lineage. 
Toutefois, on note une bonne conservation des OTUs communes avec T. guillainii. Ainsi les A. spirorbis ont 
su conserver une part leur diversité fongique ectomycorhizienne, malgré une perte de richesse en terme 
d’OTUs. Ce constat n’est pas aussi net pour T. guillainii, qui a subi une perte de la diversité plus importante 
puisqu’on ne retrouve plus une partie des lineages entre t0 et après 12 mois. Ainsi, même si il y a eu une perte 
de la diversité ectomycorhizienne, perte dont nous ignorons les effets sur la physiologie des plantes hôtes, nous 
constatons qu’A. spirorbis permet le maintien d’une diversité plus élevée notamment d’OTUs partagés avec 
T. guillainii. Ce partage potentiel du cortège mycorhizien d’A. spirorbis est de nature à permettre un effet 
« nurse » de cette espèce. 
On constate également qu’il n’y a eu aucun transfert entres les communautés ectomycorhiziennes des T. 
guillainii du maquis adjacents et celles des arbres de la plantation, compte tenu du laps de temps, 12 mois, ce 
résultat est attendu car les phénomènes de dispersion naturelle des ectomycorhizes sur des distances, de 
quelques centaines de mètres restent rare. En effet, un système dégradé, même si il est adjacent à un écosystème 
intact va mettre beaucoup de temps à recouvrer l’état de résilience notamment du fait d’une modification du 
fonctionnement des vecteurs naturels de propagations des champignons ectomycorhiziens : le sol, l’eau, les 
animaux (micromammifères, oiseaux, insectes, etc.). L’acte de restauration écologique va permettre 
d’accélérer ce processus de résilience en palliant notamment les dysfonctionnements des vecteurs de dispersion 
(Aronson et al., 2006 ; L’Huillier et al., 2010). 
Concernant le processus de facilitation, on observe des OTUs communes entre les A. spirorbis et les T. 
guillainii plantés. On note également que les T. guillainii co-plantés avec A. spirorbis sont ceux ayant le plus 
de lineages et d’OTUs. On peut donc émettre l’hypothèse que la présence d’A. spirorbis a permis aux T. 
guillainii de mieux développer leurs cortèges ectomycorhiziens et qu’il y a potentiellement mise en place d’un 
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réseau commun de mycorhization entre A. spirorbis et T. guillainii ; ce réseau étant supporté par A. spirorbis. 
On peut y voir un phénomène de facilitation de la part d’A. spirorbis pour T. guillainii. Ce constat a déjà été 
remarqué (Padilla et Pugnaire, 2006). Mais comme dans l’étude (Henry, 2015), on constate que malgré la 
présence de l’espèce nurse et la potentielle amélioration du cortège ectomycorhizien il n’y a pas d’amélioration 
sur le développement des plants cibles donc il n’est à proprement parlé, pas question de facilitation. Il est 
possible que l’absence d’amélioration du développement des T. guillainii soit due à une période de co-
plantation trop courte ou à un état  initial trop précoce des T. guillainii au moment de la plantation.  
Enfin, on constate sur cette étude que le sol et ses composés géochimiques n’ont pas d’impact significatif sur 
les compositions des communautés ectomycorhiziennes malgré un effet très significatif du type de sol sur le 
développement des plants.  
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ESM Table 1 : Principales caractéristiques géochimiques des substrats : Stérile Minier (SM) et Stérile minier amendé 
d’une couche de topsoil (TS) de l’essai. Les valeurs en gras sont les plus élevées. 
  TS SM 
Matière organique    
Matière organique % 1,007 0,620 
Carbone organique % 0,583 0,360 
Azote total ‰ 0,277 0,170 
C/N  20,543 22,383 
Disponibilité de l’eau    
pF3 % 32,557 26,340 
pF4,2 % 23,513 18,447 
Calcimétrie-pH    
pH (KCl)  20,794 17,294 
pH (H2O)  6,313 7,097 
Complexe absorbant    
Ca me/100g 0,343 0,667 
Mg me/100g 3,053 3,807 
K me/100g 0,037 0,037 
Na me/100g 0,103 0,1 
Al me/100g <0,01 <0,01 
Mn me/100g <0,01 <0,01 
H me/100g <0,01 <0,01 
S(Ca, Mg, K, Na) me/100g 3,537 4,610 
CEC me/100g 2,670 3,413 
TS % 133,627 144,667 
pHCo  6,227 6,817 
Eléments totaux    
P mg/kg 429,3 429,3 
Fe mg/kg 494000 484167 
Ni mg/kg 11050 9407 
Mn mg/kg 9570 7810 
Cr mg/kg 14541 16764 
Co mg/kg 1558 1578 
Al mg/kg 23458 24475 
Ca mg/kg 455,8 809,2 
Mg mg/kg 17592 29050 
Ca/Mg  210,5 488,0 
K mg/kg 268,4 482,1 
Na mg/kg 9,943 8,670 
SiO2 mg/kg 9,9433 8,670 
Eléments assimilables 
(DTPA) 
   
Fe mg/kg 2,647 1,983 
Cu mg/kg 0,047 0,023 
Zn mg/kg 0,093 0,030 
Mg mg/kg 6,707 1,677 
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Abstract  
Rehabilitating nickel mines in New Caledonia is a major concern. In such extreme soil conditions, mycorrhizal 
symbiosis is even more important for tree growth, survival and resistance. To be able to propose technical 
itineraries capable of improving ecological restoration in New Caledonia, transplanted ectomycorrhizal (ECM) 
saplings need to rapidly acquire a wide range of ECM fungi to improve their survival and growth. To this end, 
we transplanted ECM seedlings of Tristaniopsis callobuxus and non-ECM Dodonaea viscosa as control, from 
the nursery to bare ferralitic soils harbouring some scattered 12-year-old Acacia spirorbis as potential ECM 
nurse plants. Using molecular characterisation of ITS rDNA, we characterised ECM fungal communities of A. 
spirorbis, T. callobuxus saplings at transplantation and 13 months after transplantation and also of ECM T. 
guillainii naturally present in the surrounding ecosystem. We observed changes in the composition of fungal 
communities of T. callobuxus with an increase in diversity, notably the appearance of operational taxonomic 
units (OTUs) affiliated with /russulaceae, /boletus and /pisolithus-scleroderma and a decrease in ubiquitous 
nursery ones such as /sebacinales, /helotiales. We also observed an increase in the number of shared OTUs 
between T. callobuxus and A. spirorbis. The vicinity of A. spirorbis significantly increased the survival rate of 
Dodonaea viscosa, and enabled diversification and adaptation of the T. callobuxus ECM fungal community. 
These two results lead us to recommend A. spirorbis as a good candidate nurse plant in the framework of 
ecological restoration of mine sites. 
 
Keywords  
Forest nursery; Ectomycorrhizal community; Acacia spirorbis; Tristaniopsis; New Caledonia; Fungal ITS; 
Nurse plant   
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Introduction  
Tropical ecosystems have been the subject of far fewer studies than temperate ecosystems (Alexander and 
Selosse 2009), and our knowledge of the unique New Caledonian ecosystem is extremely new and fragmentary 
(L’huillier et al. 2010). Recent works by our team revealed the importance of the ectomycorrhizal (ECM) 
symbiosis in New Caledonia (e.g. Amir and Ducousso 2010) and new genera of ECM trees and shrubs were 
described (Ducousso et al. 2004; 2008). Given that ecosystem degradation is a major problem in New 
Caledonia, an archipelago considered as a world biodiversity hot spot (Myers et al. 2000; Isnard et al. 2016), 
it is particularly important to continue improving our knowledge in this domain. In this context, studies on the 
use of trees to rehabilitate mine sites began in the 1970s (Jaffré et al. 1994). Since then, only two tree species, 
Acacia spirorbis Labill. and Casuarina collina J. Poiss. Ex Pancher & Sebert have been shown to be able to 
grow in such extreme soil conditions (Cherrier 1990), mainly major plant nutrient deficiencies (N, P, K), a 
highly unbalanced Ca:Mg ratio (1:40) and high concentrations of several heavy metals (Co, Cr, Fe, Mn, Ni). 
However these two tree species are not naturally present in most original mine ecosystems nor they do enable 
the spontaneous return of the original native endemic species. Thus, even if these two species grow well in 
these adverse conditions, they do not provide satisfactory ecosystem services, notably because natural plant 
successions do not occur spontaneously (McCoy et al. 1999; Wulff et al. 2013). To test the setting of a 
controlled plant succession, we took the opportunity to use the remains of a 12-year-old field plantation of A. 
spirorbis where mortality after planting had left some scattered isolated trees on bare soil surrounded by the 
native endemic ecosystem locally dominated by the ECM Tristaniopsis guillainii Vieill. ex Brongn. & Gris. 
In these conditions, considering the vicinity of sources of ECM fungal propagules and the dispersal abilities 
of ECM propagules (Peay et al. 2012), we assumed that natural diversified ECM inoculums would not be a 
limiting factor for nursery saplings being colonised by the variety of established ECM fungi. However, the 
conditions in nurseries, i.e. confined space, highly fertile soil, sometimes the use of fungicides and abundant 
watering prevent mycorrhizal interactions (Vaario et al. 2009; Kazantseva et al. 2009), which mostly involve 
opportunistic species with high dispersal abilities (El Karkouri et al. 2005; Trocha et al. 2006; Fernández et al. 
2013). As result, ECM fungal communities associated with nursery saplings are generally markedly different 
from those encountered in the field (Henry et al. 2017). Transplanting from the nursery to the natural 
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environment has been widely studied especially in the framework of controlled inoculation trials using selected 
ECM fungal strains (e.g. Selosse et al. 1998; El Karkouri et al. 2002). Nevertheless, after planting, 
opportunistic nursery species have to make way for indigenous ones to ensure the survival and development 
of the saplings. In these conditions, following Walker and del Moral (2003), who defined facilitation as any 
positive influence of one species on another, we hypothesised that a species such as A. spirorbis could act as 
ECM facilitator (Nara and Hogetsu 2004) for another species such as Tristaniopsis callobuxus Brongn. & Gris. 
ECM facilitation is effective only if most ECM fungi are not specific (e.g. Richard et al. 2005; Ryberg et al. 
2009; Diédhiou et al. 2010; Smith et al. 2011, 2013). We thus needed to check the ability of ECM fungal 
species associated with A. spirorbis to associate with T. callobuxus. We also needed to check the ability of A. 
spirorbis to act as a nurse plant using a non-ECM tree species, Dodonaea viscosa Jacq, which is able to form 
arbuscular mycorrhizas (AM; Wang and Qiu 2006) and thus benefit, like T. callobuxus, from the AM network 
established by A. spirorbis. In this study, we did not attempt to observe any changes in AM fungal communities 
before and after planting. 
The remains of a 12-year-old plantation of A. spirorbis established on bare soil on the top of the Koniambo 
massif (altitude 851 m asl.) was used to test the ability of A. spirorbis to act as a nurse plant.  
 
Materials and methods  
Study site and experimental design  
The Koniambo massif, located near the city of Koné in New Caledonia, is currently a nickel mine exploited 
by the company Koniambo Nickel SAS. The general features of the massif are described in Perrier et al. (2006). 
The plantation site is a 60 X 30 m rectangle located on the Koniambo massif, between the latitudes S 21° 00’ 
20-21’’ and longitudes E 164° 50’ 17-19’’ at an altitude of 851 m asl. The site is currently located 300 metres 
away from the closest exploited mining area. The site is a deposit zone composed of laterites and saprolite 
blocks developing a nutrient poor and metal rich soil, with high concentrations of iron, chromium, aluminium 
and nickel. The Ca:Mg ratio of the soil is unbalanced due to excess Mg;  the main characteristics of the soil in 
the study site are listed in ESM Table 1. The climate at the site is altitudinal wet tropical. 
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Table 1: Average plant growth and survival of T. callobuxus and D. viscosa according to plantation plots and distance 
from the A. spirorbis canopy. 
Tree species 
Distance from 
the nurse plant 
Growth/month 
% survival  Plant height 
(cm/month) 
Collar diameter 
(mm/month) 
T. callobuxus 
Circular 
plots 
1 m 0.22  +/- 0.18 0.06 +/- 0.02  100 
2 m 0.31 +/- 0.28 0.08 +/- 0.003   100 
3 m 0.24 +/- 0.14 0.07 +/- 0.01   100 
Square 
plots 
> 10 
m 
1.14 +/- 0.62 0.22 +/- 0.09   98.1 
D. viscosa 
Circular 
plots 
1 m 1.61 +/- 0.52 0.42 +/- 0.13   83.3 
2 m 1.68 +/- 0.28 0.39 +/- 0.22   83.3 
3 m 2.05 +/- 1.13 0.40 +/- 0.15   63.2 
Square 
plots 
> 10 
m 
2.99 +/- 1.19 0.90 +/- 0.40   56.2 
 
Our experimental plantation was established in May 2015 and contained the remains of a former plantation of 
A. spirorbis dating from 2003,in the form of some scattered 12-year-old trees. The site is surrounded by 
diversified maquis vegetation with the recurring presence of the ECM endemic shrub species T. guillainii. It 
should be noted that this vegetation is a potential source of ECM inoculums for planted T. callobuxus saplings. 
We thus delimited three zones in the maquis in which T. guillainii was sampled to assess ECM fungal diversity 
(Figure 1). In each zone, three T. guillainii were sampled. The coordinates of the nine trees are listed in ESM 
Table 2.  
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Figure 1: View of plantation site and surrounding area on the Koniambo massif, New Caledonia. Plantation plots are 
located inside areas surrounded by black lines. The circles inside planting areas represent plots planted around A. spirorbis 
(Figure 2a). The squares represent plots at least 10 m away from A. spirorbis (Figure 2b). The circles outside planting 
areas are the exact positioning of harvested T. guillainii trees in the natural maquis surrounding the planting areas. 
 
 
Figure 2: Diagrams of the two types of plot ; a: Using A. spirorbis. The green circle represents the extent of the A. 
spirorbis canopy at the centre of the circular plot. The grey circles represent the target species planted on radiuses at 3 
different distances from the A. spirorbis tree. The black line represents the radius at a distance of 1 m from the limit of 
the A. spirorbis canopy planted with 6 target species; the red line represents the 2 meter radius and the blue 3 metres; b: 
Plot of bare soil located at least 10 metres from the closest A. spirorbis. The target species are represented by grey circles 
and comprise 4 X 4 plants spaced 1 metre from each other.  
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Two target species, T. callobuxus and D. viscosa were selected to test the ability of A. spirorbis to act as a 
nurse plant. The first one T. callobuxus is ECM enabling, and was used to test the ability of the nurse species 
to provide appropriate ECM fungal partners and putatively to promote the growth of our target species. The 
second species, D. viscosa, forms AM and is not ECM, thus enabling us to test the ability of the nurse plant to 
promote growth of the target plant in the absence of ECM facilitation effects; it should be noted that all three 
species, (A. spirorbis, T. callobus and T. guillainii) are able to form arbuscular mycorrhizas and hence to 
benefit from the previously established AM network. In these conditions, two types of plots were planted: one 
in the close vicinity of the 12-years-old A. spirorbis and the second out of the vicinity of A. spirorbis. The first 
type of plantation was a circle with an A. spirorbis at the centre; three trees were planted on each radius, the 
first one metre, the second 2 m and the third 3 m from the limit of the A. spirorbis canopy with T. callobuxus 
and D. viscosa and three repetitions per target species (i.e. a total of 54 plants of each target species); three A. 
spirorbis were not planted and used as controls. The second type of plot was a standard 4 row/4 line plantation 
with 1 m space between the lines and the rows; 3 plots were planted with T. callobuxus and 3 plots with D. 
viscosa (i.e. a total of 48 plants of each target species).  
Figure 1 and Figure 2 show the layout of the experimental plots 
 
Monitoring plant growth  
Tristaniopsis callobuxus and D. viscosa survival, collar diameter and height were measured quarterly after 
transplantation in May 2015 until July 2016. The goal was to check whether A. spirorbis had an effect on the 
survival and/or growth of the target species.  
 
Sampling ectomycorrhizal root tips  
In order to describe the original ECM fungal communities at planting time: May 2015, 15 ECM root tips were 
sampled per plant for DNA analysis on three T. callobuxus saplings randomly selected in each plot (for a total 
of 3 X 6 X 15 = 270 root tips). Using the root tracking method described in (Perrier et al. 2006), 15 root tips 
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from the nine A. spirorbis used as nurse plant and nine T. guillainii from the surrounding maquis (Figure 1) 
were harvested (total of 15 X (9 + 9) = 270 root tips).  
To describe ECM fungal communities after a growth period of 13 months (July 2016), three randomly chosen 
T. callobuxus per plot were uprooted and 15 root tips were harvested per plant (total of 3 X 6 X 15 = 270 root 
tips).  
A root tip was considered ECM when a fungal mantle surrounded it. The root tips were preserved in 2% 
cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB), 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA) at -20°C 
until molecular analysis. 
 
Molecular analyses 
Using Sanger sequencing, each root tip was subjected to molecular analyses to characterise the ECM fungus 
putatively involved in the ECM symbiosis. For this purpose, total DNA was extracted from each ECM root tip 
using the Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Charbonnière-les-Bains, France) following the 
protocol described by (Carriconde et al., 2008). A fragment of approximately 650 bp ribosomal DNA from the 
internal transcribed spacer regions (ITS) was amplified using primers ITS1F (5'-TTTCCGTAGGTGAACCT-
3'; Gardes and Bruns 1993) and ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'; White et al. 1990). The PCR 
reaction used for this amplification was prepared in a total volume of 25 μL containing a 1 μL aliquot of 
genomic DNA diluted 1/20, 1 μM of each primer, 1.5 units of Taq DNA polymerase (Promega, Charbonnières, 
France), 5 μL of 5X Promega Taq polymerase buffer, 2 mM of MgCl2 and 200 μM of dNTP Promega. 
Amplification was performed with a Mastercycler ® thermocycler Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, 
Germany) programmed as follows: one cycle of 3 min at 94°C, followed by 35 cycles of 45 s at 94°C, 45 s at 
55°C, 1 min at 72°C and a final extension of 10 min at 72°C. PCR products were checked by electrophoresis 
on a 1% agarose gel (Sigma) in 0.5% TBE buffer with 2 μL ethidium bromide (BET, 10 μg/mL for 100 mL 
gel). A size marker 1,000 pb (Promega) was used to estimate the weight of the different fragments. The DNA 
bands were then visualised by fluorescence under UV light and photographed. Samples with simple well-
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defined bands were then sequenced with primers ITS4 and ITS1 by the Genoscreen Company (Genoscreen, 
Lille, France) using genetic analysis based on capillary electrophoresis ABI3730XL.  
The molecular data were analysed as follows: the ITS1 and ITS4 sequences were analysed and assembled into 
contigs with Geneious® 7.1.9 software (Biomatters Ltd.). The total DNA sequences were assigned to 
operational taxonomic units (OTU) using a sequence identity cut off of 97% of the ITS sequences, as reported 
in Smith et al. (2013) using the software CD-Hit Est® (Li and Godzik 2006). The fungal phylogenetic lineages 
were assigned using the BLASTn algorithm and then identified using the NCBI database according to the 
fungal nomenclature reported by Tedersoo et al. (2010). 
 
Data analysis 
Statistical analyses were performed in the R environment (R Development Core Team 2011). To test the 
sampling method, the observed and estimated sample completeness curves for each plot were constructed using 
the iNEXT online software (http://chao.stat.nthu.edu.tw; Chao et al. 2016).   
The Shannon H’ and Simpson D indexes were used to evaluate plot diversity (Zack and Willig 2004). In 
addition, the estimated and asymptotic richness index °D, which counts species equally without considering 
their relative abundance, the Shannon diversity index 1D, which counts species in proportion to their 
abundance, and the Simpson diversity index 2D, which discounts all but the dominant species in the 
assemblage, were calculated using the iNEXT R package (Hsieh et al. 2016).  
The total species richness of each community was estimated using Specpool in the Vegan package (Oksanen 
et al. 2013) with the first-order jackknife estimator (Smith and Van Belle 1984) because OTUs observed at 
least twice are no longer considered rare. 
The different distributions of ECM fungal lineages richness associated with the 3 ECM tree species at planting 
and 13 months after planting were compared two-by-two with a chi-square independence test calculated with 
the “chisq.test” function in the R Stats package (Agresti, 2007).  
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The results in bold indicate that the null hypothesis: “no significant difference between the two distributions 
is not rejected at 5% risk”. To reinforce this analysis, the dissimilarity Jaccard index was calculated with the 
vegdist function (Oksanen et al. 2013) in the R Vegan package (Chao et al., 2004). The Jaccard index between 
each community was represented by principal coordinate analysis (PCoA) in the “ape” package (Paradis et al. 
2004). 
 
Results  
Tree survival and growth  
Tree survival and average growth rates 13 months after field transplantation are listed in Table 1. Thirteen 
months after transplantation of T. callobuxus saplings in the field, the survival rate was 98% in the square plots 
located at least 10 m away from A. spirorbis and 100% in the circular plots in the close vicinity (1 up to 3 m) 
of A. spirorbis. In the square plots, average height and collar diameter were respectively 1.14 ± 0.62 cm/month 
and 0.22 ± 0.09 mm/month, and in the circular plots 0.48 ± 0.30 cm/month and 0.11 ± 0.03 mm/month. These 
very low growth rates with high variability between individuals produced a set of data which do not make it 
possible to demonstrate any difference or absence of difference between the treatments in the case of T. 
callobuxus. In the case of D. viscosa, survival was lower (56.2 %) in the square plots compared to that (83%) 
of the saplings planted 1 and 2 m away from the limit of the A. spirorbis canopy in the circular plots. Like for 
T. callobuxus, the data set failed to reveal any significant difference or lack of difference between treatments 
in the case of D. viscosa. 
 
Diversity of ECM fungal communities associated with the different ECM tree species  
Out of a total of 810 root tips, 312 ECM sequences were obtained. These sequences were merged into 97 ECM 
OTUs which were grouped into 15 fungal lineages. One representative sequence of each OTU was deposited 
in DNA Data Bank of Japan (DDJB) from the accession numbers LC271284 to LC271380. 
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Sample completeness curves (ESM Figure 1a) indicate that the sampling effort was just sufficient to continue 
our interpretation of the experimental results. We can thus assume we have provided evidence for more than 
75% of ECM fungal diversity associated with A. spirorbis, more than 50% for T. guillainii from the 
surrounding maquis vegetation and more than 85% for T. callobuxus at the end of the nursery stage and 13 
months after transplanting.  
With the coverage-based rarefaction and extrapolation sampling curves (ESM Figure 1b), we can assume we 
provide evidence for more than 45% of ECM OTUs associated with A. spirorbis at the study site, more than 
25% for T. guillainii from the surrounding maquis vegetation, more than 25% of ECM OTUs associated with 
T. callobuxus at the end of the nursery stage and more than 75% 13 months after transplanting. These results 
show that the sampling effort was sufficient to provide evidence that most ECM diversity associated with T. 
callobuxus 13 months after transplanting was evidenced (Table 2).  
 
Table 2: Observed and estimated asymptotic indexes of diversity of the distribution of OTUs according to the host tree 
species based on “iNext” algorithm R Package as reported by Hsieh et al. (2016).  
 Richness 0D Shannon 1D Simpson 2D 
 Observed Estimated Observed Estimated Observed Estimated 
TC T0 14 46 ± 39.0 1.833 2.11 ± 0.237 0.754 0.77 ± 0.038 
TC TF 28 37 ± 6.7 3.011 3.28 ± 0,130 0.936 0.95 ± 0.010 
AS 49 109 ± 31.0 3.261 3.67 ± 0.156 0.933 0.94 ± 0.011 
TG 23 93 ± 61.0 2.971 3.99 ± 0.383 0.939 0.97 ± 0.017 
 
TC T0: T. callobuxus before transplantation; TC TF: T. callobuxus 13 months after transplantation; AS: A. spirorbis; TG: 
T. guillainii  
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At transplantation, we observed 49 OTUs grouped in 12 lineages on A. spirorbis, 23 OTUs grouped in 7 
lineages on T. guillainii and 14 OTUs grouped in 5 lineages on T. callobuxus saplings. Thirteen months after 
transplanting, the number of OTUs associated with T. callobuxus was  28 i.e. it doubled, and the number of 
OTUs shared with A. spirorbis increased from 4 to 9 (Table 2 ; Figure 3, 4) 
 
                                           a                  b 
 
Figure 3: Venn diagram showing shared ECM fungal OTUs (97% homology) between 12-year-old A. spirorbis, T. 
guillainii from adjacent natural adjacent formations and T. callobuxus sapling; a: at transplantation (end of the nursery 
stage); b: 13 months after plantation in the vicinity of A. spirorbis as ECM nurse plant. 
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Figure 4: Taxonomic distribution of ECM fungi associated with T. callobuxus before transplantation and 13 months after 
transplantation; in the vicinity of 12-year-old A. spirorbis; T. guillainii from adjacent natural maquis formations. The 
species richness estimated using the Jackknife index (t) and the numbers of sequences obtained (n) are given for each 
community.  
 
Concerning lineages, we observed 4 new lineages on the T.callobuxus 13 months after transplantation: /boletus, 
/pisolithus-scleroderma, /russulales and an /unknown lineage. Except /boletus, which was present only on T. 
guillainii all other lineages were oberved on A. spirorbis ECM (Figure 4). 
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Comparison of fungal communities  
The chi-square Pearson tests (Table 3 a, b) showed that the distributions of ECM fungi lineages differed 
between the different tree species, except for T. callobuxus at the end of the nursery stage and 13 months after 
transplanting, the latter being close to the nurse plant A. spirorbis (Table 3a). Taxonomic distribution differred 
between species and also between T. callobuxus after the nursery stage or 13 months after transplanting (Table 
3b).  
 
 
Table 3: Chi-square Pearson test for the pairwise comparison of p value of T. callobuxus before and 13 months after 
transplantation and of A. spirorbis; a: for the distribution of ectomycorhizal fungi lineages; b: for the taxonomic 
distribution of ECM OTUs. Results in bold indicate that the null hypothesis is not rejected at 5% significance level. 
a 
  TC T0 TC TF AS 
TC TF 0.1014  -  - 
AS 0.0337 0.0322  - 
TG 0.00337 0.0019 5.226e-05 
 
b 
  TC T0 TC TF AS 
TC TF 3.339e-08  -  - 
AS 4.026e-12 5.791e-09  - 
TG 6.18e-08 1.536e-06 6.802e-10 
 
TC T0: T. callobuxus before transplantation; TC TF: T. callobuxus 13 months after transplantation; AS: A. spirorbis; TG: 
T. guillainii  
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The Jaccard dissimilarity indexes (Table 4) showed that the taxonomic distributions of ECM fungi associated 
with T. guillaini differed most when compared with all the other trees; the maximum of 1.00 was observed 
between T. guillainii and T. callobuxus at the end of the nursery stage. With values of 0.89 and 0.90, the 
taxonomic distribution of ECM fungi associated with A. spirorbis and T. callobuxus 13 months after planting 
can be considered as close.   
 
Table 4: Jaccard dissimilarity indexes for the pairwise comparison of the taxonomic distribution of ECM fungi associated 
with T. callobuxus before and 13 months after transplantation and of A. spirorbis. A value of 0 means that non-identical 
objects may be regarded as similar; a value close to 1 indicates that the objects are different. Jaccard index is computed 
as 2B/(1+B), where B is the Bray-Curtis dissimilarity index.  
 TC T0 TC TF AS 
TC TF 0.8992248 - - 
AS 0.9473684 0.9015544 - 
TG 1.0000000 0.9909910 0.9940828 
 
TC T0: T. callobuxus before transplantation; TC TF: T. callobuxus 13 months after transplantation; AS: A. spirorbis; TG: 
T. guillainii  
 
Principal coordinates analysis (PCoA) based on Jaccard distances between the different taxonomic distribution 
of ECM fungi (Figure 5) revealed convergences at the level of ECM fungal communities associated with A. 
spirorbis and T. callobuxus at the end of the nursery stage and 13 months after transplanting,  
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Figure 5: PCoA representing relative distance between fungal communities following two main axes. The dot plots 
represent communities of ECM fungal taxa. Within the plots; the distance between 2015 (before transplanting) and 2016 
(13 months after planting) T. callobuxus ECM fungal communities are represented by solid lines, and the distance between 
the different tree ECM fungal communities by dotted lines. The circle groups the most similar communities. 
TC T0: T. callobuxus before transplantation; TC TF: T. callobuxus 13 months after plantation; AS: A. spirorbis; TG: T. 
guillainii 
 
 
Discussion  
Diversity of ECM fungal communities present on the plantation site 
In terms of diversity, our results are consistent with those of Waseem et al. (2017) who also recorded 7 lineages 
associated with T. guilainii on the Koniambo massif. There were some differences in lineage compositions, 
notably, the absence in our samples of any taxon (OTU) affiliated with /cortinarius. Indeed, Waseem et al. 
(2017) collected samples in a shrubby ecosystem developed on slope in gravel ferralitic soil 120 m lower in 
altitude than our site located 700 m further in distance from our site, on the top of the Koniambo massif where 
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soil is a lateritic cuirace and vegetation scarce. In New Caledonia, Houlès et al. (submitted) observed on 60 A. 
spirorbis distributed over 12 different sites grouped in 3 major soil types 76 OTUs grouped into 15 lineages. 
In ferralitic soils, Houlès et al. (submitted) observed 12 lineages associated with A. spirorbis, which is in 
perfect agreement with our own results. In two sites located at the base of the Koniambo massif, Houlès et al. 
(submitted) observed respectively 7 and 13 OTUs associated with A. spirorbis. The diversity observed at the 
base of the Koniambo massif seems lower than that on top of the Koniambo massif, i.e. 840 m higher in altitude 
and 6,500 m further in distance from our site. This difference is probably due to environmental factors such as 
soil composition and structure, altitude, climate, vicinity of a diversity of other ECM species, etc.  
In an old-growth mixed conifer forest monitored over a 3-year period, Izzo et al. (2002) conclude that spatial 
variations in ECM fungal communities compositions are greater than temporal variations. Studying a native 
forest dominated by Asteropeia mcphersonii in Madagascar also developed on ferralitic soil,, Henry et al. 
(2015)  come to the same conclusion: temporal variations in ECM fungal composition are negligible compared 
to spatial variations. Taking this into account, we can assume that 13 months is a too short period to observe 
any significant temporal variations in the composition of the ECM fungal community, which is in agreements 
with our observations for A. spirorbis and T. guillainii. By contrast, temporal variations may be significant in 
nursery saplings after their transfer to the field. 
 
Changes in the ECM fungal community associated with T. callobuxus 
Nursery conditions, i.e. confined space, high soil fertility and abundant watering, significantly influence 
mycorrhizal interactions (El Karkouri et al. 2005; Trocha et al. 2006; Fernández et al. 2013), may select for 
opportunistic ECM species and contribute to low ECM fungal diversity (Schmidt et al. 2017). Because the 
nursery conditions differ markedly from those in the plantation site, the composition of the ECM fungal 
communities associated with the saplings may be significantly influenced after transplantation. Indeed, the 
spontaneous ECM communities of nursery saplings usually differ from those associated with plants growing 
in natural environments (El Karkouri et al. 2005; Trocha et al. 2006; Fernández et al. 2013). The field 
conditions may select for typical forest ECM species and may eliminate or at least reduce populations of 
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opportunistic fungi (Hilszczanska and Sierota 2006). In the absence of any inoculation practices, we can 
assume that, at the end of the nursery stage, the T. callobuxus ECM fungal community was mainly composed 
of ruderal species, which are easily dispersed by spores (Peay et al. 2007; Tedersoo et al. 2009) and mostly 
adapted to survive nursery conditions. The three dominating lineages are: Unknown Sebacinales, Unknown 
Thelephorales and Unknown Helotiales, which are often found under ruderal conditions.  
Transplanting from the nursery to the natural environment has already been studied notably on plants 
inoculated with selected ECM fungal strains (e.g. Selosse et al. 1998; Duponnois et al. 2008; Dalong et al. 
2011). Competition between inoculated strains and native ECM fungi in these conditions is also well 
documented. However, temporal variations in ECM fungal community composition after plantation, in 
particular the replacement of “nursery ECM fungi” by “forest ECM fungi” are poorly documented 
(Hilszczanska and Sierota 2006). The ability of Salix reinii seedling to connect to an already established 
common ECM network has already been reported (Nara 2006) under controlled nursery conditions. In our 
observation, thirteen months after transplantation, the number of OTUs associated with T. callobuxus doubled 
and the number of OTUs shared with A. spirorbis increased from 4 to 10. These numbers also suggest marked 
changes in lineages. We observed the disappearance or marked decrease in two ruderal lineages: Unknown 
Sebacinales and Unknown Helotiales; at the same time in T. callobuxus roots, we observed the appearance of 
new lineages shared with A. spirorbis such as /boletus, /scleroderma-pisolithus and Unknown Russulales. 
These changes in the ECM fungal community associated with T. callobuxus suggest that 13 months after 
transplantation, T. callobuxus was connected to the common ECM network previously established by A. 
spirorbis. The decrease in the number of nursery OTUs was probably due to their maladjustment to site 
conditions.  
 
Acacia spirorbis: a tool for the ecological restoration of mine site in extreme edaphic conditions  
In the majority of the cases, ectomycorrhizal networks are known to benefit associated seedlings, however, the 
effects of these networks depend on the identity of the seedling species, mycorrhizal identity, plant species 
combinations and study system (Van Der Heijden and Horton 2009). Acacia spirorbis is a triple symbiotic 
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species able to form arbuscular mycorrhizas, ectomycorrhizas and, like most Mimosoids, nitrogen fixing 
nodules with rhizobia (Ducousso et al. 2014). Thus there are many possible ways to successfully use A. 
spirorbis as nurse plant for the ecological restoration of mine sites which merit further exploration. Taking 
into account our results from this field experiment and our experience in ecological restoration in extreme New 
Caledonian soils , we recommend as the first step, planting A. spirorbis with 1 m by 1 m  spacing. At this 
density, (10,000 trees per hectare), the canopy will rapidly close, litter will begin to accumulate and a new 
mycorrhizal network will establish itself. Between 3 and 5 years after planting, thinning should be carried out 
to leave A. spirorbis with 10 m by 10 m spacing. Within one and five metres from the remaining A. spirorbis, 
a range of endemic species forming or not arbuscular mycorrhizas should be planted. Beyond the direct 
influence of the remaining A. spirorbis, it would be better to plant endemic ECM species such as Tristaniopsis 
spp., Sannantha spp. or Melaleuca spp. which could benefit from the established ECM network. 
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ESM Table 1: Chemical characteristics of soil from the plantation site located on the top of the Koniambo massif, New 
Caledonia. 
 Element Unit Quantity 
O
rg
an
ic
 
m
at
te
r 
Carbon total % 0.10 
Organic matter % 1.53 
Organic carbon % 0.89 
Total nitrogen ‰ 0.43 
C/N  20.45 
Water content 
pF3 % 21.69 
pF4.2 % 15.92 
pH-calcimetry 
pH (KCl)  6.24 
pH (H2O)  6.12 
A
bs
or
be
nt
 c
om
pl
ex
 
Ca me/100g 0.26 
Mg me/100g 0.77 
K me/100g 0.04 
Na me/100g 0.13 
Al me/100g <0.01 
Mn me/100g 0.04 
H me/100g <0.01 
S (Ca, Mg, K, Na) me/100g 1.23 
CEC me/100g 1.79 
TS % 68.28 
pH Co  5.99 
T
ot
al
 e
le
m
en
t 
P mg/kg 674.2 
Fe mg/kg 595833 
Ni mg/kg 6612 
Mn mg/kg 3204 
Cr mg/kg 20840 
Co mg/kg 439.3 
Al mg/kg 31442 
Ca mg/kg 288.4 
Mg mg/kg 4583 
Ca/Mg  0.06 
K mg/kg 159.4 
Na mg/kg 223.5 
SiO2 mg/kg 2.18 
Available 
elements 
(DTPA) 
Fe mg/kg 1.66 
Cu mg/kg 0.05 
Zn mg/kg 0.07 
Mg mg/kg 4.76 
P mg/kg 2 < LD (2.2) 
 
 
!! #"*!
ESM Table 2: Coordinates of the 9 T. guillainii sampled for the characterisation of their associated ECM fungal partners. 
 
Tree reference Coordinates Altitude 
Z1-A1 21°00’21.19’’S; 164°50’20.00’’E 853 m 
Z1-A2 21°00’21.74’’S; 164°50’20.17’’E 854 m 
Z1-A3 21°00’21.53’’S; 164°50’19.63’’E 854 m 
Z2-A1 21°00’18.79’’S; 164°50’20.35’’E 847 m 
Z2-A2 21°00’18.58’’S; 164°50’19,82’’E 846 m 
Z2-A3 21°00’18.39’’S; 164°50’19.61’’E 844 m 
Z3-A1 21°00’20.71’’S; 164°50’16.46’’E 848 m 
Z3-A2 21°00’20.77’’S; 164°50’15.62’’E 848 m 
Z3-A3 21°00’20.97’’S; 164°50’15.98’’E 849 m 
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ESM Figure 1: Non-asymptotic approach based on interpolation and extrapolation of species diversity and sample 
coverage based on the iNEXT online software (http://chao.stat.nthu.edu.tw) as reported by (Chao et al. 2016). Solid lines 
represent rarefaction of the sampling curves, the observed sampling effort. Dotted lines represent extrapolation of the 
sampling curves, based on Hill numbers for q = 0.1 and 2; a: Sample completeness curve according to host tree species; 
b: Coverage-based rarefaction and extrapolation sampling curve according to the host tree species. 
a b 
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Conclusion générale 
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Pour son équilibre économique et social la Nouvelle-Calédonie doit faire face à un enjeu 
environnemental majeur : la préservation de sa biodiversité unique au monde. En effet, ce territoire 
dispose d’un sous-sol riche, notamment en minerai de nickel dont l’exploitation contribue pour une part 
importante à son PIB. Toutefois, cette exploitation engendre une empreinte environnementale très forte 
en termes notamment d’érosion des sols et de réduction de la biodiversité. Pour palier ce problème, 
depuis les années 1970, progressivement, un code de l’environnement a été mis en place afin de 
contraindre les opérateurs miniers à réduire les effets de cette exploitation par des actions sur 
l’environnement. C’est dans ce cadre qu’a été inscrit le contrat CIFRE qui m’a permis de réaliser ce 
travail de thèse. 
 
L’idée principale de cette thèse était de développer des connaissances nouvelles afin de proposer in fine 
les éléments nécessaires pour la mise en place d’itinéraires techniques pour la restauration écologique 
des écosystèmes dégradés par l’activité minière. La première tâche a consisté à réaliser une synthèse de 
nos connaissances du fonctionnement des maquis miniers et des pratiques actuelles de revégétalisation 
des sites dégradés. Les sols ultramafiques présentes des caractéristiques extrêmes avec notamment 
l’omniprésence du fer (c.a. 50 %), des concentrations élevées en métaux lourds potentiellement toxiques 
comme le nickel, le chrome, le manganèse et le cobalt, des teneurs faibles en nutriments (NPK) et en 
matières organiques et un déséquilibre du rapport Ca/Mg par un fort excès de magnésium. Dans ces 
conditions extrêmes, seulement deux espèces, A. spirorbis et C. colina ont montré de bonnes capacités 
à se développer. Malgré cette aptitude à croitre dans ces sols, ces deux espèces forment des peuplements 
qui ne permettent pas d’amorcer spontanément une succession végétale nécessaire à la durabilité de la 
revégétalisation de l’écosystème.  
 
Les écosystèmes présents naturellement sur le massif du Koniambo sont diversifiés et pour certains, 
dominés par des espèces capables de former des ectomycorhizes commes les espèces des genres 
Tristaniopsis, Sannantha, Melaleuca ou Nothofagus. Cette capacité a notamment été remarquée pour 
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les espèces du genre Tristaniopsis qui couvrent la majorité des surfaces qui seront directement impactées 
par l’activité minière. Ce trait du genre Tristaniopsis est partagé avec A. spirorbis qui est également 
capable de former des ectomycorhizes avec une large diversité de champignon. Une analyse in silico 
des séquences ITS des champignons trouvés associés à ces deux espèces a permis de mettre en évidence 
de nombreuses espèces fongiques capables, a priori de former des ectomycorhizes avec ces deux 
espèces. Dans le cas précis de la relation symbiotique ectomycorhizienne d’A. spirorbis avec Pisolithus 
albus, les travaux de l’équipe du LSTM ont mis en évidence la contribution de ce champignon dans 
l’adaptation de sa plante hôte, notamment à la toxicité du nickel avec la description d’une pompe à efflux 
qui permet au champignon de gérer l’excès de nickel présent dans la solution du sol.  
 
Dans une première approche, nous avons développé un dispositif de terrain afin de décrire la diversité 
des champignons ectomycorhiziens associée spontanément à A. spirorbis dans la variété des sols où 
pousse cette espèce. Cette étude menée sur 12 sites en Nouvelle-Calédonie, sites aux caractéristiques 
édaphiques très différentes et représentatives des trois grands groupes de sol, à savoir, les sols 
ferralitiques, les sols calcaires et les sols siliceux a permis de mettre en évidence 76 OTUs de 
champignons ectomycorhiziens associés à A. spirorbis. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la 
capacité d’A. spirorbis à pousser dans une variété de sols aux caractéristiques très différentes et, dans 
tout ces types des sols, la capacité de cet Acacia à former des ectomycorhizes avec une diversité de 
champignons. Nous avons également remarqué que la diversité était significativement moindre dans les 
sols calcaires par rapport aux sols ferralitiques et siliceux. Bien que non significativement différente, la 
diversité était plus importante dans les sols ferralitiques. 
 
Afin de tester les capacités d’A. spirorbis à permettre l’installation d’espèce du genre Tristaniopsis sur 
le terrain, notamment par la mise en place d’un réseau ectomycorhizien commun, plusieurs essais ont 
été menés, un en pépinière et trois sur le terrain.  
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En pépinière, nous avons recherché la capacité des topsoils à permettre l’établissement 
d’ectomycorhizes à partir des propagules qui y sont naturellement présentes. Ainsi, nous avons testés 
différents topsoils prélevés sous A. spirorbis, sous T. guillainii, dans une verse de topsoil stocké 
provenant d’un maquis paraforestier, dans une verse de topsoil stocké provenant d’un maquis ligno-
herbacé et dans une verse de stérile minier stocké. Sur ces substrats, des semis de trois espèces 
ectomycorhiziennes ont été réalisés, ces espèce sont : A. spirorbis (indigène), T. guillainii (myrtacée 
endémique) et d’E. terreticornis (myrtacée modèle). Les semis de T. guillainii ne s’étant développés sur 
aucun des sols, il a été jugé que la qualité des graines était en cause et ces données n’ont donc pas été 
prises en comptes. Après une phase de croissance en pépinière, nous avons relevé des paramètres de 
croissances et réalisé une analyse, par une méthode de séquençage massif, de la diversité de la 
communauté fongique ectomycorhizienne qui s’est développée dans ces différentes conditions. 
L’objectif de cet essai était d’évaluer le potentiel de différents topsoils spécifiques à une végétation ou 
une espèce, notamment A. spirorbis, en vue de leur utilisation en restauration écologique. De cet essai, 
nous pouvons conclure ceci : 1- les topsoils améliorent significativement le développement des plants, 
comparé à un stérile minier et l’origine de ces topsoils a un effet variable sur le développement de ces 
plants, 2- les topsoils prélevés sous A. spirorbis améliorent significativement le développement des 
plants cibles comparés aux autres tops soils, 3- on observe un transfert de la diversité ectomycorhizienne 
entre l’espèce originaire du topsoil et la plante se développant sur ce topsoil en pépinière, 4- Acacia 
spirorbis a une capacité à transférer ses ectomycorhizes via le top soil, supérieure à T. guillainii. Ainsi, 
on peut avancer de cette étude qu'A. spirorbis est un excellent starter pour produire du topsoil performant 
en vue de son utilisation en restauration écologique. 
 
Sur les trois essais terrain mis en place sur le massif du Koniambo, un a dû être abandonné. Les raisons 
de cet abandon sont multiples. Tout d’abord, les difficultés d’accès qui n’ont pas permis un suivi des 
arrosages nécessaires à la survie des plants pendant les périodes sèches. A cela s’est ajouté une erreur 
du pépiniériste qui a livré des plants de Xanthostemon aurantiacus en lieu et place des plants de T. 
guillainii commandés, d’où la nécessité de replanter cet essai après un an. Compte tenu des contraintes 
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du site pour le suivi de l’essai et la faible disponibilité en plants de Tristaniopsis, nous avons décidé 
d’abandonner cet essai initialement prévu pour tester la capacité d’un sol nu planté d’A. spirorbis âgés 
de 15 ans à permettre l’implantation de l’espèce cible T. guillainii ; après avoir préalablement coupé les 
Acacia. 
 
Les deux autres essais terrain ont pu être conduits malgré l’erreur de livraison du pépiniériste, mais l’un 
d’eux a tout de même dû été replanté après un an, et le dernier a dû attendre plus d’un an et demi une 
partie de sa plantation, écourtant fortement la durée de suivi de l’expérience dans le temps de ma thèse. 
Ainsi le premier a été installé sur une plantation de revégétalisation dont il ne restait plus que quelques 
A. spirorbis isolés âgés d’une douzaine d’années. Cet essai avait pour objet principal de tester la distance 
jusqu’où l’influence d’A. spirorbis est encore sensible pour un effet nurse sur une plante cible : T. 
callobuxus. L’effet nurse a été abordé de deux points de vue : sur la survie et la croissance d’une plante 
cible et sur l’établissement d’une symbiose ectomycorhizienne avec des partenaires diversifiés attestant 
potentiellement de la connexion des plants au réseau commun de mycorhization mis en place par A. 
spirorbis. De cet essai, nous avons tirés les conclusions suivantes : 1- la proximité immédiate d’A. 
spirorbis améliore significativement la survie et dans une moindre mesure, la croissance de l’une des 
deux plantes cibles : D. viscosa (mycorhizien arbusculaire) et 2- la présence d’A. spirorbis, même distant 
de plus de 10 m, permet aux plants de T. callobuxus de former des ectomycorhizes avec des champignons 
déjà implantés sur le site grâce à la présence d’A. spirorbis. Ainsi, nous avons pu proposer deux 
recommandations techniques pour la conduite future des essais de restauration écologique assistés par 
le système plante nurse/plante cible avec A. spirorbis : 1- l’effet « environnemental » lié à la proximité 
de la plante nurse reste faible, de l’ordre de 3 m de la canopée et 2- l’effet sur la dynamique de 
diversification du cortège ectomycorhizien est visible à une distance plus élevée, de l’ordre d’une 
dizaine de mètres. Dans ces conditions, on peut envisager une plantation initiale d’A. spirorbis avec une 
densité élevée de l’ordre de 3.000 à 10.000 plants/ha qui subiront une première éclaircie pour planter à 
proximité immédiate des arbres restant, de préférence, des espèces formant des mycorhizes arbusculaires 
et à une distance plus grande, à l’occasion d’une seconde éclaircie, des espèces formant des 
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ectomycorhizes, espèces qui seront capables de se connecter au réseau mycorhizien mis en place par A. 
spirorbis. 
 
Enfin, le dernier essai terrain a été mis en place afin de caractériser la dynamique d’implantation et de 
diversification d’un réseau ectomycorhizien par A. spirorbis sur stérile minier amendé ou non par un 
apport de topsoil et également de voir la capacité de ce réseau à favoriser l’implantation d’une plante 
cible de la restauration écologique : T. guilainii. Pour cela, une plantation de plus d’1 ha a été mise en 
place avec dans un premier temps A. spirorbis et D. viscosa ; en effet la plantation d’une espèce 
« témoin » à mycorhizes arbusculaires a été incluse dans le dispositif afin d’estimer la contribution du 
réseau ectomycorhizien d’A. spirorbis à l’effet « nurse » de cette espèce. Ces deux espèces ont présenté 
des taux de survie et des croissances initiales tout à fait acceptables, de l’ordre de 100 % avec une 
croissance significativement plus rapide pour les plants ayant bénéficié d’un apport de top soil. Dans un 
second temps, des T. guillainii ont été plantés, malheureusement les plants étaient à un stade encore très 
juvénile et leur plantation est arrivé près d’un an et demi après la date initialement prévue, aussi bien 
qu’en décalant la fin de l’expérience au maximum du raisonnable, les plants ont été évalués après 
seulement 1 an. Cet espèce a subit un fort taux de mortalité pendant l’année qui a suivi la plantation. De 
cet essai, nous concluons : 1- les plants de D. viscosa et A. spirorbis se développent clairement mieux 
sur le sol amendé en topsoil comparé au stérile minier brut, 2- on constate après la plantation des A. 
spirorbis et des T. guillainii, une diversité réduite pour ces espèces, 3- on observe un transfert des taxons 
ectomycorhiziens entre la plante nurse A. spirorbis et la plante cible T. guillainii similaire  selon la 
qualité du sol, 4- la diversité ectomycorhizienne n’est pas liée aux composants des sols, 5- les 
Thelephoraceae et les Sclerodermataceae sont les espèces ectomycorhiziennes dominantes des cortèges 
associées au x espèces plantées. Il ressort de cette expérience, qu’A. spirorbis a un potentiel à transférer 
ses communautés ectomycorhiziennes aux autres espèces plantées à proximité. 
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Ces travaux ont permis la préparation de quatre articles pour des revues scientifiques spécialisées, un 
article accepté pour publication dans la revue Microbial Ecology, un article en cours de relecture pour 
la revue Mycorrhiza et deux articles en préparation. Au-delà de ces publications, l’ensemble de ces 
observations et résultats nous permet de faire des propositions pour initier un processus de restauration 
écologique des maquis miniers sur sols ferralitique après leur destruction par l’activité minière. Dans un 
premier temps, les sols nus seront replantés avec de l’A. spirorbis avec un écartement entre les plants de 
2 m sur 2 m, soit 2.601 plants à l’hectare. Après un temps variable de 3 à 6 ans, temps qui dépendra 
notamment de l’apport ou non de topsoil pour permettre au peuplement d’A. spirorbis à débuter la 
formation d’une litière, une première éclaircie sera réalisée. Cette éclaircie consistera à laisser un rang 
sur 3, en pratiquant le même niveau d’éclaircie en ligne et en colonne, ainsi la densité est réduite à 289 
arbres à l’hectare. Les espaces libérés seront alors replantés pour partie avec des espèces à mycorhizes 
arbusculaires et non mycorhiziennes, si possible à proximité immédiate des A. spirorbis restant. Les 
rangs les plus distants seront replantés avec des espèces à ectomycorhizes, notamment, dans le cas du 
massif de Koniambo par des Tristaniopsis spp. Enfin, après avoir constaté la bonne reprise des 
plantations réalisées, une seconde éclaircie sera réalisée sur les A. spirorbis restant de sorte à ne laisser 
que 81 arbres à l’hectare avec un espacement de 12 m sur 12 m. La nécessité de replanter ces 
emplacements devra être appréciée en  fonction du développement des plantations.  
 
Enfin ces travaux laissent aussi sur le terrain deux essais à suivre et notamment un essai qui justement 
initie l’itinéraire technique que nous proposons de développer pour la restauration écologique des 
terrains miniers dégradés.  
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Résumé 
Acacia spirorbis est une espèce endémique de la Nouvelle-Calédonie, capable de former des symbioses 
avec des microorganismes du sol, notamment des ectomycorhizes et de se développer sur une très large 
variété de sols. Afin de tester les capacités de cette espèce à permettre d’initier un processus de 
restauration écologique des écosystèmes dégradés par l’exploitation minière, un essai en pépinière et 
trois essais sur le terrain ont été mis en place. Ces essais ont permis de mettre en évidence la capacité 
d’A. spirorbis à jouer, grâce à la facilitation, un rôle de plante nurse pour des espèces cibles de la 
restauration écologique comme des espèces du genre Tristaniopsis. Ainsi, nous avons tout d’abord décrit 
la diversité des champignons ectomycorhiziens associés avec A. spirorbis puis, nous avons constatés 
leur capacité à s’associer sur le terrain aux Tristaniopsis grâce à la présence initiale d’A. spirorbis. Les 
capacités d’A. spirorbis à faciliter l’implantation d’autres espèces en améliorant leur survie, leur 
croissance et en leur permettant de disposer de partenaires fongiques ectomycorhiziens diversifiés sont 
décrites. Ces résultats on conduit à proposer un itinéraire technique de restauration écologique des 
maquis miniers dégradés, itinéraire fondés sur la facilitation entre espèce utilisant A. spirorbis comme 
plante nurse. 
Mots clefs: Maquis minier, Restauration écologique, Acacia spirorbis, Plante nurse,  Nouvelle-
Calédonie, ectomycorrhize 
 
 
Abstract 
Acacia spirorbis is an endemic species of New Caledonia, capable of forming symbiosis with soil micro-
organisms, including ectomycorrhizae and developing on a very wide variety of soils. In order to test 
the capacities of this species to initiate a process of ecological restoration of ecosystems degraded by 
mining activities, a nursery trial and three field trials were setted up. These trials highlight the ability of 
A. spirorbis to play, through facilitation, a nurse plant role for target species of the genus Tristaniopsis 
in the frame of ecological restoration processes. Thus, we first described the diversity of the 
ectomycorrhizal fungi associated with A. spirorbis and then we described their ability to associate in the 
field with Tristaniopsis thanks to the initial presence of A. spirorbis. The capacities of A. spirorbis to 
facilitate the implantation of other target species by improving their survival, growth and allowing them 
to access to a diversified range of ectomycorrhizal fungal partners are described. These results led to 
propose a technical itinerary for ecological restoration of degraded mining maquis, an itinerary based 
on facilitation between species using A. spirorbis as a nurse plant. 
Keywords: Maquis minier, Ecological Restoration, Acacia spirorbis, Nurse plant, New Caledonia 
